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Embora aparentemente exista uma equivalência entre a veiculação de probióticos ser feita em 
alimentos ou na forma de suplementos, estudos comparativos são escassos. Diante disso, o objetivo 
do presente trabalho foi comparar sorvete e suplemento dietético liofilizado na veiculação de pre e 
probióticos em um simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH®). Foram empregados 
nesta pesquisa um suplemento dietético comercial, composto pelos probióticos Lactobacillus 
acidophilus LA-5 e Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 e pelo prebiótico inulina; sendo 
os mesmos pre e probióticos incorporados nas mesmas quantidades na elaboração de sorvete. 
Previamente ao estudo no SEMH® foi realizada digestão simulada das amostras em modelo estático 
e avaliadas a atividade metabólica dos probióticos por citometria de fluxo, viabilidade das culturas 
por contagens em placa e a morfologia celular por meio de microscopia eletrônica de varredura. 
Nesta etapa da pesquisa foi elaborado um leite fermentado como controle contendo as mesmas 
cepas probióticas e inulina em quantidades equivalentes aos do sorvete e suplemento. Resultados 
obtidos na primeira etapa da pesquisa indicaram superioridade da veiculação de probióticos em 
matriz alimentar. O sorvete elaborado foi caracterizado quanto ao teor de sólidos totais, acidez 
titulável, pH e composição centesimal. O SEMH® foi inoculado com a microbiota de humanos 
eutróficos para estudo de digestão simulada em modelo colônico dinâmico para avaliação do 
sorvete e suplemento. Amostras coletadas dos reatores do SEMH® foram avaliadas quanto à 
composição da microbiota intestinal pelos métodos de PCR real time e sequenciamento do gene 
16S rRNA. Paralelamente foi analisado o metabolismo microbiano por dosagem de amônia e de 
ácidos graxos de cadeia curta.  Todos os resultados foram computados e analisados quanto à sua 
distribuição. As análises referentes à microbiota passaram por tratamento de bioinformática. Os 
resultados da segunda etapa da pesquisa indicaram que a matriz sorvete apresenta bom potecial de 
veiculação de pre e probióticos, no entanto, também pode apresentar algumas limitações.  
 







Although there is apparently an equivalence between the placement of probiotics in food or 
supplement forms, comparative studies are scarce. Therefore, the aim of the present study was to 
compare ice cream and lyophilized dietary supplement in the delivery of pre and probiotics in a 
Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem (SHIME®). A commercial dietary 
supplement, composed of the probiotics Lactobacillus acidophilus LA-5 and Bifidobacterium 
animalis subsp. lactis BB-12 and the prebiotic inulin was selected; the same pre and probiotics in 
the same quantities were incorporated on ice cream. Prior to the SHIME® study, simulated 
digestion of the samples was performed in a static model where the metabolic activity of probiotics 
was evaluated by flow cytometry, viability of cultures by plate counts and cell morphology by 
scanning electron microscopy. At this stage of the research, a fermented milk was elaborated as 
control containing the same probiotic strains and inulin in amounts equivalent to the ice cream and 
supplement. Results obtained in the first stage of the research indicated superiority of the probiotic 
delivery in the food matrix. The elaborated ice cream was characterized as total solids content, 
titratable acidity, pH and centesimal composition. The SHIME® was inoculated with eutrophic 
human microbiota to evaluate the simulated digestion of ice cream and supplementation in a 
dynamic colonic model. Samples collected from the SHIME® reactors were evaluated for the 
composition of the intestinal microbiota by real time PCR methods and 16S rRNA gene 
sequencing. In parallel, the microbial metabolism was analyzed by the dosage of ammonia and 
short chain fatty acids. All the results were computed and analyzed for their distribution. The 
microbiota analysis underwent bioinformatics treatment. The results of the second stage of the 
research indicated that the ice cream matrix presents good potential for pre and probiotic delivery, 
however, it may also present some limitations. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 
  A microbiota intestinal é um ecossistema complexo, composto de microrganismos 
associados a vários mecanismos nutricionais, metabólicos, imunológicos, endócrinos e 
psicológicos (GERRITSEN et al., 2011; CLARK; MACH, 2016). Quando o equilíbrio dinâmico 
desta comunidade de microrganismos é rompido, pode haver quebra da homeostase e manifestação 
de estado patológico por ataque à mucosa, quadros de infecção, expressão de diversos fatores de 
virulência, alterações no sistema nervoso central, inflamação crônica, dor visceral, entre outros 
(GERRITSEN et al., 2011; ORIACH et al., 2016; REID et al. 2011). 
 Diante do número expressivo de evidências científicas apontando para a importância da 
microbiota intestinal na manutenção da saúde, as indústrias de alimentos e farmacêutica mundiais, 
têm lançado novos produtos contendo culturas probióticas na forma de monoculturas ou de pool 
de microrganismos, associados ou não a prebióticos. 
Probióticos são definidos como "microrganismos vivos que, quando administrados em 
quantidade adequada, conferem benefício para a saúde do consumidor" (FAO/WHO, 2002; HILL 
et al., 2014). Para que um microrganismo seja considerado probiótico, este precisa ser 
comprovadamente seguro para utilização, com as cepas e seus efeitos/benefícios adequadamente 
comprovados (HILL et al., 2014).    
Dentre os microrganismos mais estudados para atuar como probióticos, podem-se citar os 
gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium (ANTUNES et al. 2007). Para exercer seus efeitos como 
probiótico, as linhagens precisam sobreviver a condições extremas do trato gastrointestinal (acidez 
estomacal, exposição a sais biliares e ação de enzimas gastrointestinais) para então serem capazes 
de cumprir seu papel na modulação da microbiota intestinal (KRAMER et al., 2009; 
RANADHEERA et al., 2010; CIORBA, 2012; LERAYER; ANTUNES; OLIVEIRA, 2013; 
OLVEIRA; GONZÁLEZ-MOLERO, 2016). 
Outros componentes capazes de alterar beneficamente a microbiota são os prebióticos. O 
conceito de prebióticos foi recentemente atualizado por Gibson e colaboradores (2017), sendo 
assim definido como “substrato que é seletivamente utilizado por microrganismos residentes que 




esta um frutano presente em alimentos como chicória e alho (ARAGON-ALEGRO et al., 2007; 
SABATER-MOLINA et al., 2009; VALDES-VARELA et al., 2017). Estudos relatam seu possível 
papel na redução do risco de cancer no cólon, modulação no metabolismo de lipídios e absorção 
de cálcio (ABRAMS et al., 2007; REIS et al., 2015; RIVERA-HUERT et al., 2017). 
Os probióticos e prebióticos podem também ser combinados dentro de um mesmo produto, 
sendo este conhecido como “simbiótico”. Nessa associação, os prebióticos estimulam 
seletivamente o crescimento e/ou a ativação do metabolismo das linhagens probióticas veiculadas 
nos produtos e até mesmo das linhagens endógenas do hospedeiro (SCHREZENMEIR; DE 
VRESE, 2001; CHARALAMPOPOULOS et al., 2002; KONAR et al., 2016). Estudos publicados 
com produtos simbióticos sugerem que esses são mais efetivos que produtos similares contendo 
prebióticos ou probióticos isoladamente (SCHOUTEN et al., 2009; BURITI; CASTRO; SAAD, 
2010; BIANCHI et al., 2014).  
Produtos probióticos podem ser divididos em três categorias principais: a) produtos 
fermentados (ex. iogurtes); b) alimentos suplementados não fermentados; e c) suplementos 
dietéticos (FASOLI et al., 2003). Em relação a sua utilização, os probióticos podem ser 
incorporados em alimentos ou suplementos sem alegação de saúde; com alegação de saúde 
específica ou probiótico na forma de medicamento para tratamento ou prevenção de determinadas 
doenças (HILL et al., 2014). No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária permite dois 
tipos de alegações para alimentos: alegação de propriedade funcional ou de saúde. Ainda assim 
não é possível utilizar alegações de efeitos medicamentosos para alimentos, sendo indicado o termo 
"redução de risco" (BRASIL, 1999).   
Embora aparentemente exista uma equivalência entre a veiculação dos probióticos ser feita 
em alimentos ou em sachês onde as culturas estão na forma liofilizada (suplementos dietéticos), 
estudos comparativos in vitro e in vivo são escassos, porém essenciais para esclarecer a comunidade 
científica e o próprio mercado consumidor sobre a melhor relação custo versus benefício (CRUZ 
et al, 2009; LERAYER; ANTUNES; OLIVEIRA, 2013).  
Em relação ao estado metabólico, os microrganismos podem ser categorizados em quatro 
estágios, sendo eles viáveis (ativos e cultiváveis), dormentes (inativos, mas cultiváveis), ativos 




2005). Células que sofreram alto nível de estresse ainda podem apresentar alguma atividade 
metabólica, no entanto, esta célula pode deixar de ser cultivável (CHAMPAGNE et al., 2011). A 
Figura 1 traz a representação dos estágios possivelmente observados para os probióticos. Assim 
sendo, o potencial de sobrevivência ao processo de digestão e possiblidade de modular a 
microbiota, assim como conferir outros benefícios à saúde, podem ser influenciados pela presença 
da matriz alimentar. As proteínas do leite, por exemplo, apresentam efeito tamponante (ANTUNES 
et al. 2004), o que leva a inferir uma maior eficiência de lácteos na proteção dos probióticos durante 
o processo de digestão. Ainda assim, tal superioridade precisa ser comprovada experimentalmente. 
 
Figura 1: Mapa de cepas probióticas descrevendo atividade metabólica, 
replicação/cultivo/viabilidade e transições possíveis. Esquema baseado em Davis (2014). 
Ferramentas que simulam o funcionamento in vivo da microbiota podem ser utilizadas na 
busca pela compreensão de como a matriz alimentar pode afetar a veiculação dos probióticos 
(SANDERS; MARCO, 2010; BIANCH et al., 2014). O Simulator of the Human Intestinal 
Microbial Ecosystem / Simulador do Ecossistema Microbiano Humano (SHIME®/SEMH®) 
constitui-se como ferramenta útil para estudo da composição e função da microbiota intestinal. Este 
reator simula de forma dinâmica a digestão humana, sendo ambientado em número e razão 
proporcional de microrganismos e condições como temperatura, pH, inóculo e tempo de retenção 
para assemelharem-se às observadas no organismo humano (POSSEMIERS et al., 2010; BIANCHI 




2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 CULTURAS PROBIÓTICAS  
 
Os microrganismos do gênero Lactobacillus são pertencentes ao filo Firmicutes, classe 
Bacilli, ordem Lactobacillales, família Lactobacillaceae (VASILJEVIC; SHAH, 2008). 
Lactobacillus são bactérias gram-positivas em forma de bastonete, não formadora de esporos, não 
possuem flagelos, geralmente imóveis, catalase negativa, anaeróbias facultativas, estritamente 
fermentativas e com ampla variedade morfológica (GOMES; MALCATA, 1999; RAY, 2004; 
VASILJEVIC; SHAH, 2008).  
Dentre os Lactobacillus, umas das espécies mais utilizadas para alimentação humana é a 
Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus) (Figura 2). L. acidophilus podem ser encontradas em 
pequenas cadeias, em pares ou mesmo células únicas e são capazes de fermentar vários tipos de 
compostos, tais como manose, trealose, frutose, salicina, amigdalina, galactose, sacarose, glucose, 
lactose, celobiose, maltose e esculina. Sua temperatura ótima de multiplicação é de 35 a 40 °C e 
pH entre 5,5 e 6 (GOMES; MALCATA, 1999). 
 
Figura 2: Lactobacillus acidophilus LA-5® (CHR HANSEN, 2019a). 
Bifidobacterium são microrganismos que pertencem ao filo Actinobacteria, classe 
Actinobacteria, subclasse Actinobacteridae, ordem Bifidobacteriales, família Bifidobacteriaceae 
(LEE; O’SULLIVAN, 2010). São bactérias gram-positivas em formato de bastonete (curto ou 




negativo e normalmente anaeróbias. Podem ser encontradas em cadeias ou células individuais, 
possuem temperatura ótima de multiplicação entre 37 a 41°C e pH entre 6 e 7, no entanto, pode-se 
observar crescimento na faixa de pH entre 4,5 e 8 (GOMES; MALCATA, 1999; RAY, 2004; 
VASILJEVIC; SHAH, 2008). São capazes de metabolizar glicose, frutose, galactose e lactose para 
utilizar como fonte de carbono (GOMES; MALCATA, 1999).  
 
Figura 3: Bifidobacterium animalis BB-12® (CHR HANSEN, 2019b). 
 Para que esses microrganismos se multipliquem, são necessários meios que contenham 
fatores de crescimento essenciais à seu metabolismo. Quando comparam-se os Lactobacillus e as 
Bifidobacterium, o primeiro precisa de um meio mais complexo para seu crescimento, sendo este 
baixo em oxigênio e com a presença de proteínas e seus derivados, carboidratos fermentáveis, 
derivados de ácidos nucleicos, vitaminas do complex B, minerais e ácidos graxos insaturados. Já 
para as bifidobactérias, o meio de crescimento é mais simples, sendo este semi-sintético contendo 
nucleotídeos, aminoácidos livres (cisteína, glicina e triptofano), lactose, vitaminas e minerais 
(GOMES; MALCATA, 1999). 
Os probióticos em geral promovem benefícios para a saúde dos consumidores por 
competirem com outras bactérias potencialmente putrefativas ou patogênicas por sítios de adesão 
e nutrientes (GIBSON; ROBERFROID, 1995; BRON et al., 2012; HEMAISWARYA et al., 2013). 
Além disso, esses microrganismos atuam na modulação do sistema imune (O’FLAHERTY et al., 




biodisponibilidade de nutrientes, bem como podem auxiliar na diminuição de processos 
inflamatórios intestinais, pressão arterial e colesterol sérico e na intolerância à lactose 
(RANADHEERA et al., 2010; SANDERS; MARCO, 2010; SAAD et al, 2013). No entanto, esses 
efeitos são específicos para cada hospedeiro e dependentes da cepa selecionada, não podendo ser 
atribuídos a todas as bactérias classificadas como probióticos (KOTARSKI; SAVAGE, 1979; 
GUARNER; MALAGELADA, 2003; NADER-MACÍAS; TOMÁS, 2015).  
De acordo com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2016), para que um 
produto seja caracterizado como funcional pela adição de probióticos, este além de ser avaliado 
pelos princípios descritos na Resolução n. 18/1999 precisam  dos seguintes parâmetros bem 
estabelecidos: caracterização do microrganismo (gênero, espécie e cepa, sendo esta última com 
informação em banco de cultura internacional reconhecido, origem e forma de obtenção, avaliação 
da produção de toxinas e bacteriocinas); perfil de resistência a antimicrobianos e informações sobre 
a base genética dessa resistência; determinação da atividade hemolítica (espécies potencialmente 
hemolíticas); literatura dos possíveis efeitos adversos (ex. relatos de casos); demonstração de 
eficácia (estudos cujos desfechos demonstrem a relação entre o consumo do produto e o efeito 
funcional); viabilidade (comprovação da quantidade mínima viável do microrganismo para efeito 
da propriedade funcional no final do prazo de validade do produto e nas condições de uso, 




A modulação da microbiota objetivando a melhora da saúde do consumidor, tanto para 
humanos como para animais, também pode ser alcançada com o consumo de prebióticos. 
Prebióticos são substratos não digeríveis para o consumidor mas utilizáveis pela microbiota como 
carboidratos fermentáveis, sendo exemplos os frutanos, oligossacarídeos e galactanos (RASTALL; 
GIBSON, 2015), além disso possíveis prebióticos como os polifenóis e fitoquímicos, ácido 
linoleico conjugado e ácidos graxos poliinsaturados também encaixam-se nessa categoria 
(GIBSON et al., 2017). Esses substratos são seletivamente metabolizados por bactérias benéficas 
residentes na microbiota como as bifidobactérias, lactobacilli, Eubacterium, Roseburia e 
Faecalibacterium spp, entre outros (GIBSON et al., 2017).   




ligações β (2-1) com uma molécula de glicose terminal (não estando esta necessariamente presente 
em todas as moléculas) (ROBERFROID, 2005; ROBERFROID, 2008) (Figura 4). 
 
Figura 4: Estrutura química da inulina (GIBSON; ROBERFROID, 1995).  
As moléculas de inulina são resistentes a hidrólise enzimática devido a β-configuração dos 
monômeros de frutose, sendo assim classificada como carboidrato não digerível (ROBERFROID, 
2005).  Este composto está naturalmemte presente em vegetais como aspargos, alho, cebola, yacon, 
raiz de chicória, etc, além de algumas bactérias e fungos (VAN LOO et al., 1995; FRANCK, 2002).  
A inulina está listada como “Alimentos com Alegações de Propriedade Funcionais ou de 
Saúde” pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2016) com alegação de 
contribuir para o equilíbio da microbiota intestinal, desde que a quantidade presente no produto 
seja de no mínimo 2,5 g por porção. No entanto, recomenda-se que seu consumo seja associado a 
uma alimentação adequada e hábitos de vida saudáveis.    
 Em relação a sua ação prebiótica, estudos apontam sua capacidade na redução de 
parâmetros séricos como LDL-colesterol e triglicérides, aumento da absorção de cálcio, tratamento 
de doenças intestinais, entre outros (ROBERFROID, 2005; LARKIN; ASTHEIMER; PRICE, 
2009; ROBERFROID et al., 2010). Com a fermentação dos prebióticos são gerados produtos como 




multiplicação de bactérias benéficas residentes na flora intestinal (ROBERFROID, 2005; DE 
PRETER et al., 2010; ROBERFROID et al., 2010).   
 Além de trazer benefícios à saúde, a inulina também é muito utilizada na indústria de 
alimentos para fabricação de produtos lácteos e de panificação e chocolates, por exemplo, podendo 
alterar levemente o gosto/sabor dos produtos deixando-os mais adocicados. Dentre suas aplicações, 
estão a substituição de componentes como gordura ou açúcar, enriquecimento de alimentos com 
fibras, redução do ponto de congelamento, aumento da crocância de biscoitos e umectância para 
produtos de panificação (HAULY, 2002; FRANCK, 2002). Além disso, é um componente de baixo 
teor calórico (1,5 kcal/g), onde após sua fermentação pelas bifidobactérias (enzima β-
frutofuranosidase) são parcialmente reabsorvidos (ROBERFROID; GIBSON; DELZENNE, 1993; 
ROBERFROID, 2005; ROBERFROID, 2008). 
2.3 SORVETE 
 
De acordo com a Associação Brasileira das Indústrias e do Setor de Sorvete (ABIS, 2019) 
o consumo per capita de sorvete entre os anos de 2008 e 2017 foi em média 5,44 litros. Os sorvetes 
encaixam-se na categoria de gelados comestíveis, definidos pela Agência Nacional de Vigilância 
Sanitária (BRASIL, 2003a) como “produtos alimentícios obtidos a partir de uma emulsão de 
gorduras e proteínas, com ou sem a adição de outros ingredientes ou substâncias que tenham sido 
submetidas ao congelamento, em condições que garantam a conservação do produto no estado 
congelado ou parcialmente congelado, durante o armazenamento, o transporte, a comercialização 
e a entrega ao consumo”.  
Os gelados comestíveis podem ser classificados dependendo dos ingredientes selecionados 
e do percentual utilizado. Sorvetes de creme: produtos elaborados basicamente com leite e ou 
derivados lácteos e ou gorduras comestíveis (mínimo 10% de gordura e 20% de sólidos 
totais); Sorvetes de leite: produtos elaborados basicamente com leite e ou derivados lácteos (2 a 
7% de gordura e 11% de extrato seco); Sorvetes: produtos elaborados basicamente com leite e ou 
derivados lácteos e ou outras matérias-primas alimentares e nos quais os teores de gordura e ou 
proteína são total ou parcialmente de origem não láctea; Sherbets: são os produtos elaborados 
basicamente com leite e ou derivados lácteos e ou outras matérias-primas alimentares e que contém 




de origem não láctea (1 a 2% de gordura e 2 a 5% de extrato seco); Gelados de Frutas ou Sorbets: 
produtos elaborados basicamente com polpas, sucos ou pedaços de frutas e açúcares; Gelados: 
produtos elaborados basicamente com açúcares, podendo ou não conter polpas, sucos, pedaços de 
frutas e outros matérias–primas; Frozen yoghurt/iogurte/yogur: são os produtos obtidos 
basicamente com leite, submetidos a fermentação láctea através da ação do Streptococcus 
thermophilus e Lactobacillus bulgaricus, ou a partir de yoghurt, iogurte ou yogur com ou sem a 
adição de outras substâncias alimentícias, sendo posteriormente aerado e congelado (MOSQUIM, 
1999; ANVISA, 2000). 
Os ingredientes necessários para a fabricação de sorvetes podem ser separados em fontes 
lácteas (sólidos não gordurosos/extrato seco do leite e gordura) e não lácteas (adoçantes, ovos, 
frutas, estabilizantes, emulsificantes, frutas, essências, água, entre outros) (MARSHAL; 
ARBUKLE, 1996). Os principais itens capazes de afetar a aparência e sabor do produto são a 
gordura e o extrato seco. A gordura é o principal responsável pelo valor energético do produto, 
além disso pode alterar cremosidade e sabor, contribuindo para uma textura suave e estabilidade. 
As principais fontes de gordura são o leite integral, creme de leite fresco, creme de leite congelado, 
creme plástico, mateiga com sal, butter oil e gordura vegetal (MOSQUIM, 1999). Outro 
componente muito importante é o extrato seco desengordurado, composto principalmente por 
lactose e proteína, além de sais minerais e vitaminas hidrossolúveis. Esse extrato é de alto valor 
nutritivo, possui baixo custo e são capazes de melhorar o corpo e a textura do produto. Dentre as 
fontes desse ingrediente podem-se citar o leite fresco desnatado, leitelho fresco, leite em pó 
desnatado, leite em pó integral, leite condensado, leite condensado superaquecido, leite condensado 
açúcarado, leite evaporado e soro de leite em pó / concentrados proteicos de soro (MOSQUIM, 
1999). 
Atualmente é uma tendência a escolha de produtos pensando não só no aspecto nutricional, 
sendo estes também consumidos por sua sensorialidade e identidade familiar e cultural, buscam-se 
alimentos que trazem sensação de bem-estar e que sejam saudáveis, como por exemplo, alimentos 
rotulados de funcionais ou com redução de algum ingrediente como açúcar e sódio (GARCIA; 
BERTO, 2014). Mesmo o sorvete sendo um alimento de consumo ocasional (BRASIL, 2003b), é 
um dos produtos que além de nutritivo tem grande potencial de ser um veículo funcional com a 




neutralidade possibilita a sobrevivência de bactérias sensíveis à acidez durante armazenamento 
(CRUZ et al., 2009). No entanto, desafios tecnológicos são apresentados para a adição de 
probióticos na matriz como a temperatura de congelamento, incorporação de ar durante o 
processamento e a longa vida de prateleira, o que demanda extremo cuidado na seleção da cepa, 
dos ingredientes e das etapas de produção (GALLINA et al., 2010).  
2.4 MICROBIOTA E SEUS METABÓLITOS 
 
A microbiota intestinal é composta por aproximadamente 1011 bactérias/g (SENDER; 
FUCHS; MILO, 2016) e dentre suas funções pode-se citar proteção contra patógenos, regulação 
da imunidade, fortalecimento da integridade e capacidade de modelar o epitélio intestinal, dentre 
outros (DEN BESTEN et al., 2013; NATIVIDAD; VERDU, 2013; BÄUMLER; SPERANDIO, 
2016; GENSOLLEN et al., 2016). A microbiota humana é composta por sete filos de bactérias, 
sendo esses Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, Fusobacteria, 
Proteobacteria e Verrucomicrobia (MAUKONEN; SAARELA, 2015). Contudo, os filos 
Firmicutes, Bacteroidetes e Actinobacteria são predominantes em indivíduos saudáveis 
(MAUKONEN; SAARELA, 2015). A dieta é um dos fatores capazes de modificar a microbiota 
mesmo que a mudança não seja ocorrida por período prolongado (TURNBAUGH et al., 2009; 
DAVID et al., 2014). Quando se fala em microbiota e dieta estudos recentes propoem outro tipo 
de classificação baseada em perfis filogenéticos chamados de enterotipos, sendo estes dominados 
principalmente por 3 grupos: Bacteroides, Prevotella e Ruminococcus (ARUMUGAM et al., 
2011).  
A presença de principalmente 2 dos 3 enterotipos estão associadas à produção de 
metabólitos importantes como os ácidos graxos de cadeia curta e amônia. A identificação de 
Bacteroides (enterotipo 1) na microbiota está mais correlacionada a um padrão de dieta ocidental 
com alto teor de proteína animal, variados tipos de aminoácidos e gordura saturada (ARUMUGAM 
et al., 2011; WU et al., 2011). A fonte de energia desse enterotipo é derivada principalmente da 
fermentação de carboidratos e proteínas (ARUMUGAM et al., 2011). Já a Prevotella caracterizada 
como enterotipo 2, foi associada a dietas com maior teor de carbodratos e açúcares simples 
(ARUMUGAM et al., 2011; WU et al., 2011).  
A fermentação de carboidratos não digeríveis por bactérias residentes na microbiota 




ácidos alifáticos orgânicos que possuem de 1 a 6 carbonos (COOK; SELLIN, 1998; TOPPING; 
CLIFTON, 2001; DEN BESTEN et al., 2013). Dentre os AGCC mais abundantes no colon, estão 
o acetato (2 carbonos), o propionate (3 carbonos) e o n­butirato (4 carbonos), na proporção de 
60:20:20 (HIJOVA; CHMELAROVA, 2007; GIBSON et al., 2017). Cerca de 95% dos AGCC são 
absorvidos e o restante é excretado pelas fezes, sendo grande parte utilizado como fonte de energia 
pelos colonócitos (TOPPING; CLIFTON, 2001; DEN BESTEN et al., 2013.  
O acetato é produzido em sua maioria por bactérias anaeróbias (LOUIS; FLINT, 2017) e 
então direcionado principalmente para o fígado onde é utilizado como fonte de energia e substrato 
para a síntese de ácidos graxos de cadeia longa e colesterol e co-substrato para a síntese de 
glutamato e glutamina, sendo o restante metabolizado por outros tecidos (KNOWLES et al., 1974; 
HIJOVA; CHMELAROVA, 2007; DEN BESTEN et al., 2013). O propionate, produzido 
principalmente por Bacteroidetes, atua no fígado como um dos precursores da gliconeogênese, 
reduz a lipogênese e é capaz de inibir a síntese de colesterol no soro (HIJOVA; CHMELAROVA, 
2007; HOSSEINI et al., 2011; THURSBY; JUGE, 2017).  Já o butirato, produzido 
majoritariamente por Firmicutes é utilizado principalmente como fonte de energia dos colonócitos, 
sendo o restante oxidado pelos hepatócitos, além disso, possui propriedades anti-carcinogênicas e 
anti-inflamatórias, contribui para a absorção de sódio e estimula o fluxo sanguíneo (MONTALTO 
et al., 2009; DEN BESTEN et al., 2013; CORRÊA et al., 2016; LOUIS; FLINT, 2017; THURSBY; 
JUGE, 2017). 
Enquanto a fermentação de carboidratos não digeríveis geram ácidos graxos de cadeia 
curta, as proteínas são as principais fontes de nitrogênio necessário para o crescimento da 
microbiota intestinal sendo sua fermentação responsável pela produção de ácidos graxos de cadeia 
curta e amônia, entre outros metabólitos proteolíticos como poliaminas, fenóis, indóis, ácidos 
graxos ramificados, mercaptanos e sulfeto de hidrogênio (MONTALTO et al., 2009; SIVIERI et 
al., 2011; SCOTT et al., 2013; CONLON; BIRD, 2015). Normalmente a amônia produzida pode 
seguir duas rotas principais, esta pode ser eliminada nas fezes ou rapidamente absorvida, 
metabolizada no fígado (como uréia) e excretada na urina (SCOTT et al., 2013; CONLON; BIRD, 
2015). Em determinadas doses, a amônia é tóxica e capaz de modificar a morfologia das células 







3.1 Objetivo geral 
 
O objetivo do projeto foi traçar comparações entre duas formas de veicular pre e 
probióticos, sendo elas um sorvete e um suplemento dietético liofilizado.   
 
3.2 Objetivos específicos 
 
• Desenvolver um sorvete com quantidade de prebióticos e de células viáveis de probióticos 
equivalente a um suplemento dietético disponível no mercado; 
• Realizar digestão simulada em modelo estático e comparar o estado metabólico, morfologia 
e viabilidade das culturas nas duas formas de veiculação dos probióticos por citometria de 
fluxo, microscopia eletrônica de varredura e contagem em placas, respectivamente; 
• Realizar digestões simuladas em modelo colônico dinâmico do suplemento dietético e 
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4. CAPÍTULO 1 
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Title: Survival, metabolic status and cellular morphology of probiotics in dairy products 
and dietary supplement after simulated digestion 
 
Abstract 
The objective of the present study was to compare the effect of two different dairy food 
matrices (fermented milk and ice cream) and a dietary supplement containing the same amounts of 
inulin and the same viable counts of Lactobacillus acidophilus LA-5 and Bifidobacterium animalis 
subsp. lactis BB-12 on the survival of probiotics when submitted to simulated digestion. The 
survival was evaluated by plate counts in MRS (de Man, Rogosa and Sharpe) agar, the metabolic 
status by flow cytometry and the cell morphology by scanning electronic microscopy. The 
percentages of live cells observed by flow cytometry and by plate counts were higher in the 
fermented milk when compared with the other products (p<0.05). The cell integrity was better 
maintained in the synbiotic dairy products as compared to the dietary supplement where cell debris 
were abundant. The dairy matrices were more effective in maintaining the viability of probiotics 
during the digestion process than the dietary supplement, and the fermented milk proved to be the 
best way of delivering viable probiotics.  
 
Keywords: probiotics; inulin; digestion; metabolic status; cell morphology. 
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The intestinal microbiota is a complex ecosystem composed of microorganisms associated 
with several nutritional, metabolic, endocrine, immunological and psychological mechanisms 
(Gerritsen, Smidt, Rijkers, & De Vos, 2011; Clark & Mach, 2016). Some of its main functions are 
maintenance of the intestinal barrier, immunomodulation, nutrient metabolism, the synthesis of 
bioactive compounds and vitamins, and the fermentation of non-digestible carbohydrates (Kim et 
al., 2010; Gerritsen et al., 2011). 
Due to the importance of the intestinal microbiota in the maintenance of health, food and 
pharmaceutical companies focused on human and animal health have launched new products 
containing probiotic cultures in the form of single strains, multistrains or multispecies, associated 
or not with prebiotics. The selected probiotic strains should be stable during storage as cooled, 
frozen or dried cultures, and suitable for large-scale industrial production with the ability to survive 
and retain their functionality (Tripathi & Giri, 2014).  
The most common probiotic vehicles found on the market are probiotic foods (fermented 
or not) or dietary supplements such as capsules, tablets, sachets and other formats (Fasoli et al., 
2003; Sanders and & Veld, 1999). Although there is an apparent equivalence between the use of 
probiotics in food and in dietary supplements, comparative in vitro and in vivo studies are essential 
to clarify consumers about the best cost/benefit relationship. Furthermore, this information is 
paramount for scientific and regulation purposes (Cruz, Antunes, Sousa, Faria, & Saad, 2009).  
Although the viability of probiotic cells in foods (Shah, 2000) and dietary supplements can 
be readily demonstrated by plate counting in selective media, it is known that the conditions 
employed by this technique are ideal for the growth of the target microorganism, but do not 
reproduce the true environment and conditions to which the cells will be submitted throughout 
digestion. In this way, probiotic viability during the shelf-life of probiotic products does not 
necessarily prove the robustness of a culture when exposed to the challenging conditions of the 
digestive tract and the presence of a diversified resident microbiota. The integrity of the cell 
membrane, intracellular pH and functional enzymes of the probiotic cells can be constantly 
challenged by stress factors such as gastric acidity, bile acids and digestive enzymes during their 
journey through the digestive tract (Chen, Cao, Ferguson, Shu, & Garg, 2012). As a consequence, 
the probiotic cells can be viable (active and cultivable), dormant (inactive, but cultivable), active 




& Barer, 1998). Cells that have suffered a high level of stress may still have some metabolic 
activity, but may no longer be cultivable (Champagne, Ross, Saarela, Hansn, & Charalampopoulos, 
2011). Flow cytometry has been used and indicated for probiotic research to investigate cell 
viability and metabolic activity in foods (Bunthof & Abee, 2002). 
The genera Lactobacillus and Bifidobacterium are amongst the microorganisms most 
studied to act as probiotics (Antunes, Silva, Marasca, Moreno, & Lerayer, 2007). For a single strain 
to reach probiotic status, it is necessary to evaluate its resistance to the digestion process and its 
ability to promote health benefits (Morelli, 2007; Ranadheera, Baines, & Adams, 2010). Resistance 
to industrial manufacturing processes is also very important to probiotic strains selection 
(Vinderola, Gueimonde, Gomez-Gallego, Delfederico & Salminen, 2017). 
The definition of probiotics establishes the need for the microbial cells to be alive on 
ingestion (FAO/WHO, 2002) and the consumption of insufficient doses may not provide the 
intended health benefits (Tripathi & Giri, 2014). Even so inactivated probiotic cultures or even 
their fragments (paraprobiotic or ghost probiotics) are also being investigated by several 
researchers (Taverniti & Guglielmetti, 2011; Sawada et al., 2016; Fujii et al., 2017; Nishida et al., 
2017) and have been shown to have effects such as an improvement of adverse behaviors (mental 
health) related to sleep disturbances, stress, regulation of intestinal function, and positive effects 
on immunity and allergy management. These non-viable cells also have advantages for the food 
industry, making the products safer and more stable (Adams, 2010; Taverniti & Guglielmetti, 
2011). This type of application deserves special attention for patients in critical states for whom 
the risks of consuming active cultures are quite high.  
Prebiotics are also capable of beneficially altering the microbiota, showing potential health 
benefits such as reducing the risk of precancerous lesions in the colon, modulating lipid metabolism 
and improving calcium absorption (Aragon-Alegro, Alegro, Cardarelli, Chiu, & Saad, 2007). The 
concept of a prebiotic has recently been updated by Gibson et al. (2017), being defined as a 
"substrate that is selectively used by resident microorganisms that confer health benefits." One of 
the most studied and widely used prebiotics is the fructan inulin, a non-digestible carbohydrate 
found in some foods such as chicory and garlic (Aragon-Alegro et al., 2007; Sabater-Molina, 
Larqué, Torrella, & Zamora, 2009).  
The aim of this study was to analyze the survival, metabolic status and cell morphology of probiotic 




fermented milk and an ice cream, all containing the same doses of probiotic strains and the same 
quantity of prebiotic inulin. 
 
2. Material and Methods  
2.1 Dietary Supplement and Probiotic DVS Cultures 
 
A synbiotic dietary supplement containing inulin and the probiotics Lactobacillus 
acidophilus LA-5 and Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 (Bidrilac®, Chr-Hansen, 
Hoersholm, DK) was obtained from a pharmacy. The indication for consumption of the product 
was to dissolve one sachet (with a total content of 1 g) in 100 mL of water, pour it directly into the 
mouth or add it to (preferably cold) beverage/food. According to the product label, each sachet 
contains about 109cfu/g of probiotics, but the quantity of the inulin was undeclared. To quantify 
the amount of inulin a fructan analysis was performed in the supplement as described below. 
The same probiotics found as DVS (direct vat set) cultures were obtained from Chr-Hansen 
and the inulin from chicory root was obtained from Orafti® (Beneo-Orafti, DE) in order to produce 
fermented milk and ice cream with the same probiotics and prebiotic found in the dietary 
supplement.   
2.2 Probiotic Viability  
 
Samples from three different containers (from the same production batch) of the dietary 
supplement were decimally diluted in sterile saline water (0.9%) and plated in two selective agar 
media to obtain counts of L. acidophilus and B. animalis, according to the manufacturer’s technical 
bulletins (Chr. Hansen, 2007a; Chr. Hansen, 2007b). For selective counts of L. acidophilus, MRS 
agar (Acumedia-Neogen, USA) supplemented with 0.05% clindamycin stock solution at 0.02% 
was used, while for B. animalis, MRS agar supplemented with 0.5% dicloxacillin stock solution at 
0.01%, 1% lithium chloride stock solution at 11% and 0.5% cysteine hydrochloride stock solution 
at 10% were used. The pour plate technique with anaerobic incubation (GasPak, BD, USA) at 37ºC 
for 72h hours was used in both cases (Chr. Hansen, 2007a; Chr. Hansen, 2007b). The total probiotic 
viability (L. acidophilus + B. animalis) was also obtained using MRS agar with no antibiotics or 





The same conditions were used to confirm the viability of L. acidophilus and B. animalis 
individually and as the total probiotics count for the fermented milk and ice cream prepared in this 
research. 
The counts were made in duplicate and the results expressed in log10 colony forming units 
(cfu)/mL. 
2.3 Prebiotic quantification 
 
The quantity of inulin present in the dietary supplement was determined by the enzymatic 
method for fructans (AOAC, 2002). Briefly, the spectrophotometer was prepared using a D-
fructose working standard solution, blank reagent, fructan control flour and sucrose control flour. 
The samples were dissolved in hot water (80°C for 15 minutes), filtered and treated with a specific 
sucrase/amylase solution and a mixture of pure starch-degrading enzymes. Thereafter, in order to 
remove the sucrose, starch and reducing sugars, a diluted sucrase/amylase solution and alkaline 
borohydride were added and incubated at 40°C for 30 minutes after each addition. Acetic acid was 
used to remove the borohydride excess and adjust the pH to 4.5. To quantify the fructan, purified 
fructanase (exo-inulinase and endo-inulinase) was added to hydrolyze them (40°C for 20 minutes), 
resulting in fructose and glucose molecules. The p-hydroxybenzoic acid hydrazide reagent was 
added to the samples, followed by incubation in a boiling water bath for 6 minutes. The samples 
were then placed in cold water (18–20°C) for 5 minutes and the absorbance read at 410 nm in a 
spectrophotometer. The fructan content (%) was calculated using the formula:  
 
Total fructan (%) = A x F x 5 x V x 1.1/0.2 x 100/W x 1/1000 x 162/180. 
 
Where A = absorbance of 0.2 mL of the reactive solutions read against the reagent blank; 
F = the factor used to convert the absorbance values to µg fructose (54.5 µg fructose/absorbance 
value); 5 = factor used to convert from 0.2 mL to 1.0 mL; V = volume (mL) of extractant used; 
1.1/0.2 = 0.2 mL, taken from the 1.1 mL digested enzyme for analysis; W = the weight (mg) of test 
portion extracted; 100/W = the factor used to express fructan as a percentage of the flour weight; 
1/1000 = the factor used to convert from µg to mg; 162/180 = the factor used to convert from free 





2.4 Synbiotic ice cream and fermented milk production 
 
Whole milk powder (Nestlé, Ibiá, Brazil), inulin (GR from vegetable source, Beneo-Orafti, 
Mannheim, Germany), sucrose (Caravelas, Ariranha, Brazil), vanilla extract (Dr. Oetker, São 
Paulo, Brazil), dairy cream (Shefa, Amparo, Brazil) and emulsifier (Emustab, DuasRodas, Jaraguá 
do Sul, Brazil) were used to produce the ice cream. To produce the fermented milk, the same 
ingredients were used except for the emulsifier and dairy cream. 
For the ice cream production, the ingredients were weighed, homogenized in an electric 
mixer (Arno, Planetária Deluxe SX80) (except for the probiotic cultures) and subjected to heat 
treatment (85°C, 25 seconds). The mixture was then cooled to 4°C, matured for about 18 hours and 
beaten/frozen in an ice cream maker (Cuisinart - Ice Cream & Gelato Maker). The cultures were 
added manually and the ice cream stored at -20°C. Before adding the individual probiotic cultures 
to the ice cream, they were activated in sterile milk in 2 stages. In the first stage 15 g of the DVS 
BB-12 or 8 g of the LA-5 culture were added to 20 mL of sterile milk containing 2% glucose, 1% 
yeast extract and 0.05% cysteine hydrochloride to reduce the redox potential and stimulate 
microbial growth, and incubated at 38 ± 1°C up to pH 5.0. In the second stage, the activated BB-
12 and LA-5 were reactivated by inoculation into 10 mL of sterile milk followed by incubation at 
38 ± 1°C until reaching pH 5.0 (Magariños, Costa, Flores & Pizarro, 2007).  
For the production of fermented milk, the ingredients were weighed, homogenized (except 
for the probiotic cultures) and subjected to heat treatment (115°C, 18 minutes) followed by cooling 
to 38 ± 1°C. The probiotic cultures (2 g of BB-12 and 0.8 g of LA-5 DVS) were added manually 
with no addition of starter cultures. The base mixture was fermented in a BOD (Bio-Oxygen 
Demand) incubator at 42 ± 1°C to pH 4.55 ± 0.05. 
2.5 Simulated Digestion  
 
The simulated digestion process was carried out according to the in vitro method employed 
by Liserre, Ré and Franco (2007), with adaptations by Buriti, Castro and Saad (2010). The 
digestion consisted of the gastric, enteric I and enteric II phases, with 2 h duration for each phase. 
To mimic digestion, 0.2 mL of 1 N HCl, 0.3 mL of pepsin solution (3 g/L) and 0.1 mL of lipase 
(0.9 mg/L) were added in the gastric phase, reaching pH between 2 – 2.5 (adjusted with 1 N HCl 
if necessary). On the enteric I (pH 4.5 – 5.5) and enteric II (6.5 – 7.5) phases, 1 mL and 1.6 mL of 




pancreatin (1 g/L) and alkaline solution pH 12.0, (150 mL of 1 N NaOH, 14 g of PO4H2Na.2H2O 
and distilled water up for 1 L). Three samples of each product were used for each step of the 
survival assay carried out in a Dubnoff metabolic bath at 37°C with constant stirring at 150 RPM. 
After each phase, the probiotic survival, metabolic activity and cell morphology were determined. 
2.6 Metabolic activity and survival of probiotics after simulated digestion 
 
The metabolic activity was determined by flow cytometry (FC) in a BD Accuri C6 
cytometer (BD Bioscience, San Jose, CA, USA). The samples were prepared according to the 
methodologies described by Herrero, Quirós, García and Díaz (2006), Rault, Béal, Ghorbal, Ogier 
and Bouix (2007) and Chen et al. (2012) with following modifications. The cell densities were first 
adjusted to approximately 107 cells/mL. After centrifugation (13,000 × g, 5 minutes), the cells were 
washed in phosphate buffered saline (PBS) and centrifuged again (13,000 × g, 5 minutes). The 
supernatant was removed and carboxyfluorescein diacetate-cFDA (50 µM) added (37°C / 10 
minutes). cFDA is a cell permeable dye, substrate of esterases in cells metabolically active, that 
once cleaved generates negatively charged fluorescein that remains inside the cells.  
Subsequently, the samples were centrifuged (13,000 × g, 5 minutes), the supernatant 
removed and propidium iodide-PI (10 µg/mL) added (37°C / 15 minutes). PI is not permeant to 
live cells but may enter in cells with damaged membranes, intercalating between DNA bases and 
thus staining dead and damaged cells. In the next step, the cells were centrifuged (13,000 × g, 5 
minutes), resuspended in PBS and analyzed in triplicate in the flow cytometer. The positive control 
for dead cells was prepared by incubating the samples at 80°C for 10 minutes to inactivate the 
probiotics (Almada, 2017).  
Probiotic survival after simulated digestion was evaluated in triplicate after each phase of 
simulated digestion by plate counts in modified MRS agar as described above using the drop plate 
technique, with anaerobic incubation at 37ºC for 72 hours. Selective counts of L. acidophilus and 
B. animalis were not carried out at this stage since the objective here was to compare metabolic 
activity and survival of the probiotics. Since it was not possible to differentiate Lactobacillus and 
Bifidobacterium by flow cytometry, the cells were analyzed as “total probiotics” for both metabolic 
activity and probiotic survival.  
The DVS cultures of L. acidophilus and B. animalis were also subjected to the same 




2.7 Scanning Electron Microscopy (SEM) 
 
Scanning electron microscopy was used to observe the morphology of the probiotic cells 
(Matias, Padilha, Bedani & Saad, 2016). After each digestion phase, the samples were filtered using 
a 0.22 µm polyethersulfone membrane (Millex, Merck Milipore, Tullagreen, Ireland) and fixed for 
2 hours using a fixative solution composed of a 2% (v/v) glutaraldehyde solution at 25% and 0.2 
M phosphate buffer in distilled water. The membranes were then washed three times with purified 
water (Milli-Q) and dehydrated in ethanol solutions: 25%, 50%, 70% (overnight), 90%, 95% and 
100% (three times). The membranes were dried at the CO2 critical point (Balzers CPD-030 Critical 
Point; BAL-TEC AG, Balzers, LI), transferred to aluminum stubs and sputter coated with gold 
(Balzers SCD-050 Sputter Coater, BAL-TEC AG, Balzers, LI). The microscopic observations and 
image recordings were carried out at 2.5 kV of acceleration in the JEOL JSM-5800 LV scanning 
microscope (JEOL Ltd., Akishima, Japan). 
2.8 Statistics 
 
The results were computed, the means submitted to a normality test and reported as the 
means and standard deviations. All the variables were submitted to a Two-way ANOVA analysis 
followed by Tukey’s multiple comparisons test with a significance level of 5% (p< 0.05) using the 
Prism 7.0 statistical program (Software MacKiev© 1994-2016). The student t-test was also applied 
to compare the results between the live cells of the supplement and those of the DVS culture, with 
a significance level of 5% (p< 0.05). 
 
3. Results and discussion 
3.1 Viability 
 
Initially, plate counts of the dietary supplement were made from three different containers 
from the same production batch. Selective counts for L. acidophilus and B. animalis, and also 
counts for total probiotics (L. acidophilus + B. animalis) were obtained and were shown to be very 
similar for all the containers. The average log10 counts are shown in Table 1. The quantity of viable 
probiotics found (10.38 ± 0.04 log cfu/g for total probiotics) was higher than that stated on the 
product label (9 log cfu/g). The viability of the probiotics LA-5 and BB-12 were also obtained for 




respectively. This counts were equivalent to probiotic counts for the dietary supplement Bidrilac®. 
A minimum number of probiotic viable cells (1×109 CFU) per serving is adopted for some 
countries like Canada and Italy (Hill et al 2014). The proposed serving for this products in Brazil 
is 200 mL (fermented milk) and 60 g (ice cream) (RDC 359) (Brasil, 2003), which would result >11 
log cfu of total probiotics (LA-5 + BB12) if one serving of each one of this manufactured products 
were consumed.   
 
Table 1: Average counts of total probiotics (L. acidophilus + B. animalis) and selective counts of 
L. acidophilus and B. animalis in the DVS cultures, dietary supplement, fermented milk and ice 
cream. 




B. animalis    
(log10 cfu/g) 
Dietary Supplement 10.38 ± 0.04 9.87 ± 0.02 10.06 ± 0.02 
Fermented Milk 10.17± 0.06 9.01 ± 0.02 10.04 ± 0.05 
Ice Cream 10.33± 0.03 9.68 ± 0.06 10.33± 0.07 
L. acidophilus DVS culture nd 11.26 ± 0.02  nd 
B. animalis DVS culture nd nd 11.94 ± 0.03 
nd- not determined 
3.2 Prebiotic Quantification 
 
The percent inulin content in the dietary supplement was determined by the enzymatic 
determination of fructans (g/100g), and was found to be 22.2%. Knowing this value, the same 
percentage of inulin was used to produce the synbiotic fermented milk and ice cream. 
3.3 Metabolic activity and survival of the probiotics after simulated digestion 
 
For each phase of the simulated digestion the metabolic activity, survival and cell 
morphology were analyzed. To allow for a correct comparison and complementation of the results 
of the different methods, only the total probiotic bacteria (L. acidophilus + B. animalis) were 
considered, since the similar sizes of the cells of the two species did not allow for their 
differentiation in the flow cytometry analysis. In the flow cytometry dot plots (Figure 1 for before 




live (cDFA+, PI-), damaged (cDFA+, PI+) and dead (cDFA-, PI+) cells, in the upper left, upper right 
and lower right quadrants, respectively. The lower left quadrant represents artifacts of the analysis 
or non-stained cells. 
 
Figure 1: Flow cytometry dot plots of the probiotic bacteria in different matrices before and after 
digestion (enteric phase II). a) Dietary supplement before digestion; b) Dietary supplement after 










before digestion; f) Ice cream after digestion. cFDA was used to stain live cells and PI to stain dead 
cells. For each matrix the images only represent one sample of the triplicate in the analysis of flow 
cytometry. 
 
 As shown in Figures 1 and 2, a higher percentage of cells with no loss of enzymatic activity 
and with no membrane damage (called “live cells”) was observed in the fermented milk before 
simulated digestion (31.3%), similar to that observed in the ice cream (27.2%). The percentages of 
live cells in both dairy products were statistically higher (p< 0.05) than that observed in the dietary 
supplement (12.5%) (Figures 1 and 2).    
The gastric phase of digestion caused loss of live cells in all the products, but the cells were 
better protected in the ice cream and showed higher live percentages of total probiotics (L. 
acidophilus + B. animalis) (Figure 2). The presence of large amounts of total solids such as fat and 
other milk components may have improved the ability of the bacterial cells to tolerate the acid 
environment (cytoplasmic pH close to neutrality) and may also have physically protected the cells 
against enzyme action (Chen et al., 2012; Homayouni, Azizi, Javadi, Mahdipour, & Ejtahed, 2012; 
Ranadheera, Evans, Adams, & Baines, 2012). According to Magariños et al. (2007), the chemical 
composition of the milk products is important in the maintenance of the metabolic activity of 
probiotic cells. 
The survival of probiotic cultures in the gastric phase of digestion is one of the most crucial 
steps, given the very low pH value and the presence of digestive enzymes (Chen et al., 2012). 
Nevertheless, in vitro testing of the acid tolerance of probiotics is not a completely reliable method 
to predict the in vivo behavior of probiotic strains, unless the strain under evaluation is extremely 
sensitive to acid conditions (Morelli, 2007). 
After enteric phase II, the percentage of probiotic cells with no loss of enzymatic activity 
and no membrane damage was 6.5% for fermented milk, 0.4% for ice cream and 0.3% for the 
dietary supplement (Figure 2). Thus probiotic survival in the fermented product was better when 
compared to the other products (p< 0.05), for this phase there was no statistical difference between 
the percentage of live cells in the dietary supplement and that in the ice cream (p = 0.99).  
Conversely, the digestion process increased the number of damaged cells in the final stage 
of digestion of the dietary supplement (15.1%) when compared to fermented milk (9.0%) (p = 




The temperature of 80ºC for 10 minutes was a good parameter for cell inactivation and was 
used as the positive control for cell death in the study. About 80% of the probiotic cells in the three 
products were stained as cFDA- and PI+ (dead cells).  
The relevant decrease in cell survival of the probiotics during digestion is one of the reasons 
for the recommendation for the constant consumption of probiotics in order to promote health 



































































Figure 2: Metabolic status of the probiotic cells from different matrices during the simulated 
digestion phases (T0 = before digestion; GP = gastric phase; EIP = enteric phase I; EIIP = enteric 
phase II; 80°C = inactivation by temperature as the positive control). Different letter sizes (lower-
case and capital) indicate statistically significant differences. Artifacts (cFDA- and PI-) were not 
included.  
 
The survival of the probiotics during simulated digestion was also determined by plate 
counts. According to Table 2 the initial probiotic counts (L. acidophilus + B. animalis) were 
roughly equivalent for all the products (p > 0.05). However, during the digestion process, the 
fermented milk presented higher survival rates (7.7 ± 0.12 log10 cfu/g (gastric), 7.5 ± 0.03 log10 
cfu/g (enteric I) and 7.9 ± 0.2 log10 cfu/g (enteric II)) for all the digestion phases when compared 
to the other products (p < 0.05). 
After the gastric phase, the counts for the ice cream were 6.6 ± 0.07 log10 cfu/g and for the 
dietary supplement 5.3 ± 0.17 log10 cfu/g, with no significant difference between them (p = 0.77). 
On the other hand, after the enteric phases I (6.0 ± 0.15 log10 cfu/g) and II (5.1 ± 0.12 log10 cfu/g) 
the values for the ice cream were significantly higher than those of the supplement (< 4 log10 cfu/g 
for both phases) (p < 0.05).  
Focusing specifically on each product, it was observed a statistically difference of the 
probiotics viability comparing the non digested samples and the gastric phase of the digestion, for 
































However, for the two milk products there were no differences between the following steps of 
digestion (Table 2).  
Buriti, Castro and Saad (2010) investigated the effects of fat substitution for whey protein 
concentrate and inulin on refrigerated and frozen synbiotic guava mousse supplemented with L. 
acidophilus (LA-5). They used the same in vitro digestion protocol as described presently. During 
TGI simulated digestion the samples with inulin stored for 7 days presented higher probiotic 
viability after 6 h of digestion, compared to the previous phase (correspondent to the enteric II and 
enteric I phase in our research).  
Bedani, Rossi and Saad (2013) also used the same in vitro digestion protocol to analyze 
fresh probiotic cultures and the same cultures in different fermented soy formulations. They 
observed a reduction of the fresh viable LA-5 counts from 8.7 log cfu/g to 2.76 log cfu/g and BB-
12 from 8.85 log cfu/g to 3.9 log cfu/g (before digestion and after enteric I phase, for both). 
However, after the enteric II phase the viability increased to 3.68 log cfu/g for LA-5 and 4.62 log 
cfu/g for BB-12, showing that some cells were able to recuperate. When the strains were added to 
fermented soy product the same phenomenon was observed for some formulations (higher counts 
for enteric II compared to enteric I phase). Additionally, the BB-12 strain was better preserved in 
the food matrix, compared with the fresh culture.  
The increase of cell counting after enteric phase II (6 h) can be possibly explained by a 
series of adaptive mechanisms such as electromagnetic transport system, protons pumps, 
chaperones able to repair damaged proteins, amino acids involved with pH homogenesis and 
elements involved on the cell maintenance (energy metabolism, cell envelope) that interfere in the 
acid and bile resistance (Begley, Gahan, & Hill, 2002; Cotter & Hill, 2003; Botes, Reenen & Dicks, 
2008). Cells that suffered sub-lethal damage on their DNA or wall caused by low pH and bile, for 
instance, can enter in a reparative state before they are able to regrow after replacement and/or 









Table 2: Viability of the probiotic microorganisms during the simulated digestion process. 
Probiotic Counts Supplement Fermented Milk Ice Cream  
Initial (log10 cfu/g) 10.3 ± 0.1 A,a 10.0 ± 0.1 A,a 10.1 ± 0.01 A,a 
Digestion Phases 
Gastric (log10 cfu/g) 5.3 ± 0.17 B,b 7.7 ± 0.12 A,b 6.6 ± 0.07 B,b 
Enteric I (log10 cfu/g) < 4.0 C,c 7.5 ± 0.03 A,b 6.0 ± 0.15 B,b 
Enteric II (log10 cfu/g) < 4.0 C,c 7.9 ± 0.2 A,b 5.1 ± 0.12 B,b 
Different capital letters in the rows indicate statistically significant differences (p < 0.05) 
between products. Different lower-case letters in the columns indicate statistically significant 
differences (p < 0.05) between the digestion phase of the same matrix, by comparing each digestion 
phase with the previously phase.  
  
Both flow-cytometry and plate counting showed that the fermented milk proved to be more 
effective for the protection of the probiotic cultures throughout the simulated digestion process, 
followed by ice cream, indicating the importance of the dairy food matrix for probiotic delivery 
and the role of its ingredients as cell protectors during digestion. The authors’ hypothesis is that 
the high metabolic activity observed for the probiotic cultures in the fermented milk was due to the 
fermentation step and the shorter shelf life, associated with the high water activity and favorable 
storage temperature of the product, which are more favorable conditions for the survival of 
probiotics when compared to ice creams and dietary supplements, where the probiotic cultures are 
dormant due to the processes of freezing and freeze-drying, respectively. 
Yogurt and fermented milks are still the main vehicles for probiotic cultures worldwide 
(Cruz et al., 2009), and the present research points out that these products have great potential for 
the protection of the probiotic cells during digestion, due to the presence of the milk proteins and 
their buffering capacity (Antunes et al., 2004), which can benefit the survival of probiotic cultures 
during the gastric phase of digestion. Also some probiotics, when added to fermented milk, have 
the advantage of adaptation to acid stress during milk fermentation, where they are in contact with 




Other food components may have important roles in protecting the bacterial cells during 
digestion. Chen et al. (2012) investigated the use of lecithin and sucrose on the protection of six 
lactic acids strains (Lactobacillus acidophilus DPC201, Lactobacillus plantarum DPC206, 
Pediococcus acidilactici DPC209, Lactobacillus reuteri DPC16, Lactobacillus rhamnosus HN001 
and Bifidobacterium lactis HN019) after simulated digestion. They observed that sucrose was able 
to protect the probiotics, increasing the intact cell numbers for all strains approximately 20 times 
and reducing the number of injured cells by half. This mechanism can be explained by the ability 
of sucrose to maintain the acid tolerance of bacteria (cytoplasmic pH near neutrality) when 
metabolized (Corcoran, Stanton, Fitzgerald, & Ross, 2005; Chen et al., 2012). 
Fat is another element that can alter bacterial survival. A study carried out by Ranadheera 
et al. (2012) aimed to evaluate the gastrointestinal tolerance and adhesion of the probiotics 
Propionibacterium jensenii 702, Lactobacillus acidophilus LA-5 and Bifidobacterium animalis 
subsp. lactis BB-12 when subjected to cell stress situations such as digestion. As a result, ice cream 
with a high percentage of fat was shown to be more efficient in protecting microorganisms by 
reducing their exposure to acids and bile. 
Inulin can also protect probiotic cells during storage and digestion. Oliveira, Perego, 
Converti and Oliveira (2009) tested the effects of the addition of inulin to a probiotic fermented 
milk, and showed that inulin improved acidification, reduced the fermentation time, increased the 
probiotic counts by stimulating bacterial growth and improved their stability during 7 days of 
storage at 4°C. Another study by Gandomi, Abbaszadeh, Misaghi, Bokaie and Noori (2016) 
showed that inulin improved the viability of encapsulated Lactobacillus rhamnosus GG in apple 
juice under simulated gastrointestinal conditions. Furthermore, inulin is highly hygroscopic and is 
able to bind water and prevent the formation of large ice crystals, increasing the microviscosity and 
controlling the diffusion of water into the freezing phase (Schaller-Povolny & Smith, 2001; 
Soukoulis, Lebesi & Tzia 2009), thus presenting a protective effect on frozen products such as ice 
creams. The selection of the strain to be added to frozen products is very important, since during 






Figure 3: Metabolic status of probiotic cells (L. acidophilus LA-5 + B. animalis BB-12) in the 
dietary supplement (S) and of the DVS cultures (C) after simulated digestion phases (T0 = before 
digestion; GP = gastric phase; EIP = enteric phase I; EIIP = enteric phase II; 80°C = temperature 
inactivation as the control). 
 
A complementary test was carried out to compare the freeze-dried cultures of the commercial 
dietary supplement and the DVS cultures. According to Table 1 the original counts of the DVS 
cultures were above 11 log10 cfu/g, hence they were first diluted to the same concentration as the 
probiotic cells found in the dietary supplement. Prior to digestion, the amount of live cells with no 
membrane damage on the DVS culture were almost double of the observed on the supplement (p 
= 0.04). However, a better performance for the supplement was observed after the gastric phase of 
digestion, and the presence of inulin in the formulation may be one of the reasons for this 
improvement. For both the dietary supplement and DVS cultures the quantity of live cells after 
digestion was extremely low, reinforcing the importance of the food matrix in preserving the cells. 
The plate counts confirmed the flow cytometry results. After enteric phase II of the digestion, 






















3.4 Cell morphology  
 
Products with different physical states were evaluated in this research: one dried (dietary 
supplement), one hydrated (fermented milk) and one frozen (ice cream) and their images after each 
digestion phase were obtained using Scanning Electron Microscopy (Figure 4). 
The images obtained from the dietary supplement show the morphology of the probiotic 
cells and the polyethersulfone material (recommended for the sterile filtering of protein solutions) 
used as a filter to collect the microorganisms. Casein chains retained in the filter together with the 
microbial cells were also observed in the images of the fermented milk and ice cream. 
Even though the products had intrinsic and extrinsic differences (water activity, pH, storage 
temperature, etc.) before the digestion process, the images of the probiotic cells appeared to be very 
similar, presenting intact cell walls with a few points of rugosity on the surface. One can conclude 
that the strains LA-5 and BB-12 were robust and well adapted to the freezing process necessary to 
manufacture the ice cream. It is important to emphasize that a freezing process is also necessary to 
preserve the probiotics as DVS cultures or even as the initial step of freeze-drying. 
Damage to the probiotic cells was observed after the digestion process, with many points 
of rugosity after the gastric phase and the presence of cell debris during enteric phases I and II. 
Changes in the morphology caused by the digestion processes could also be observed, such as cell 
thinning. The dairy matrices seem to have preserved the integrity of the probiotics more efficiently 
as can be seen after enteric phase II, where some of the cells from the ice cream and fermented 
milk were well preserved. A reduction in the protein network during the digestion stages of the 
dairy products was observed in parallel. 
 Probiotic cells have to face a series of challenges during gastrointestinal transit caused by 
environmental stressors such as the presence of bile salts, low pH and osmotic conditions, oxidative 
and starvation stress, and hence the bacteria develop adaptive responses for each type of stress in 
order to survive. Changes in the coordination of gene suppression or expression can culminate in 
changes of their cell surface architecture (Sengupta et al., 2013). In addition, other modifications 
such as in the cell surface proteins, peptidoglycan and fatty acid biosynthesis, redox balance 
changes, modulation of the pathways for energy production, nitrogen metabolism and the 
generation of alkalis have been reported in the literature (Cotter & Hill, 2003; Sánchez et al., 2007; 






Figure 4: Scanning electron microscopy of the probiotics during the digestion process: (a) 
Supplement before digestion; (b) Supplement after gastric phase; (c) Supplement after enteric 
phase I; (d) Supplement after enteric phase II; (e) Fermented milk before digestion; (f) Fermented 
milk after gastric phase; (g) Fermented milk after enteric phase I; (h) Fermented milk after enteric 
phase II; (i) Ice cream before digestion; (j) Ice cream after gastric phase; (k) Ice cream after enteric 
phase I; (l) Ice cream after enteric phase II. The white arrow points at a probiotic cell during 
multiplication and the black arrow points at a Bifidobacterium cell fragment. Magnification of 
×7.500 to 10.000.  
  
To the best of the authors’ knowledge, this is the first study that compared food with a 
probiotic supplement containing the same strains and quantities of cells and prebiotics, evaluating 
the survival and metabolic activity during simulated digestion. One of the limitations of the study 
was that in vitro methods do not perfectly predict in vivo processes (Morelli, 2007).  
It is noteworthy that the consumption of probiotics might be restricted amongst people who 
do not consume dairy products, since they are currently the main vehicles used by the food industry 
worldwide. In addition, in many countries the number of products containing probiotic strains that 




limited. Therefore, other options for probiotic vehicles, even in the form of a supplement, may 
present an important role. 
Similar studies designed to evaluate other food matrices, including non-dairy ones, would 
be valuable to deepen the current knowledge of the limitations and advantages of each type of food 
on the protection of probiotic cells during gastrointestinal transit. Also, gene-expression analyses 
of the strains during in vitro digestion simulations would point to mechanism of how survival might 




The state of art on probiotics does not present a definitive answer as to whether there is 
superiority or equivalence on delivery of probiotics in foods or in the form of supplement. 
However, the current study indicated that dairy matrices were more effective for probiotic survival 
during GI passage as compared to the dietary supplement, especially in the case of the fermented 
milk, probably due to presence of milk components which may have improved the ability of the 
probiotics to tolerate the low pH and enzyme action. 
The present study can provide support for future clinical studies which focus on comparing 
the functionality of probiotics in food and supplements in order to provide better information to 
industries about which strain(s) to use, considering not only their technological properties but also 
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5. CAPÍTULO 2 
 
Revista: International Journal of Food Microbiology (em preparação para submissão) 
Título: Modulação da microbiota intestinal por administração de probióticos e prebiótico 
em sorvete e suplemento dietético em modelo colônico dinâmico. 
 
Resumo 
O objetivo do presente trabalho foi comparar a capacidade de modulação da microbiota 
intestinal e liberação de metabólitos por administração de um suplemento dietético e um sorvete, 
ambos simbióticos (Lactobacillus acidophilus LA-5, Bifidobacterium animalis BB-12 e inulina) 
em modelo intestinal in vitro. O sorvete foi caracterizado fisico-quimicamente quanto ao teor de 
sólidos totais, acidez titulável, pH e composição centesimal (umidade, cinzas, proteína, lipídios e 
carboidratos totais). O modelo experimental utilizado foi o Simulador do Ecossistema Microbiano 
Humano (SEMH®). As amostras do conteúdo colônico foram avaliadas microbiologicamente 
quanto ao teor de Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. e Clostridium spp. por meio de 
contagem de colônias em placas, qPCR de bactérias totais e sequenciamento da microbiota; e 
produção dos metabólitos ácidos graxos de cadeia curta (acetato, propionato e butirato) e amônia. 
A suplementação do SEMH® com sorvete simbiótico resultou em aumento da quantidade de 
acetato, propionato e butirato, por outro lado, o suplemento dietético foi mais eficiente na redução 
dos níveis de amônia. A quantidade de bactérias totais foi reduzida significativamente pela 
suplementação com sorvete por 14 dias, no entanto, este foi eficiente em proteger probióticos 
adicionados até sua chegada ao colon. As duas matrizes foram capazes de modular a microbiota. 
Para a suplementação com sorvete observou-se alterações nos percentuais dos filos com redução 
das Actinobacterias e aumento dos Firmicutes e Proteobacterias, sendo algumas dessas 
patogênicas. Ambos os produtos podem ser considerados alternativas para a veiculação de 
probióticos, no entanto, o sorvete pode não representar uma matriz ideal para consumo contínuo.  
 









The aim of the present work was to compare the intestinal microbiota modulating capacity 
and metabolic production after administration of a dietary supplement and an ice cream, both 
synbiotic (Lactobacillus acidophilus LA-5, Bifidobacterium animalis BB-12 and inulin) in an in 
vitro intestinal model. The ice cream was characterized physico-chemically as total solids content, 
titratable acidity, pH and centesimal composition (moisture, ashes, protein, lipids and total 
carbohydrates). The experimental model used was the Simulator of the Human Intestinal Microbial 
Ecosystem (SHIME®). Samples of the colonic content were evaluated microbiologically for the 
content of Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. and Clostridium spp. by plate counting, qPCR 
of the total bacteria and microbiota sequencing; and production of short chain fatty acids (acetate, 
propionate and butyrate) and ammonia. Supplementation of SHIME® with synbiotic ice cream 
resulted in an increase in the amount of acetate, propionate and butyrate, on the other hand, dietary 
supplement was more efficient in reducing ammonia levels. The amount of total bacteria was 
significantly reduced by supplementation with ice cream for 14 days, however, it was efficient in 
protecting added probiotics until their arrival in the colon. The two matrices were able to modulate 
the microbiota. Supplemention with ice cream, changed the phyla percentage with reduction of 
Actinobacteria and increase of Firmicutes and Proteobacteria, some of these pathogenic. Both 
products may be considered alternatives for probiotics delivery, however, ice cream may not 
represent an ideal matrix for continuous consumption. 
 













 A microbiota é uma comunidade complexa composta por diversos microrganismos (CANI, 
2018; RINNINELLA et al., 2019). Comprovadamente, a microbiota atua em funções como a 
modulação do epitélio intestinal, fortalecimento da integridade intestinal (NATIVIDAD; VERDU, 
2013; KHOSRAVI; MAZMANIAN, 2013), prevenção de colonização por meio de processos 
competitivos como modificação de pH, secreção de peptídios antimicrobianos (RINNINELLA et 
al., 2019), produção de bacteriocinas e/ou consumo de nutrientes disponíveis (DORÉ et al., 2013; 
BÄUMLER; SPERANDIO, 2016), coleta/armazenamento de energia (DEN BESTEN et al., 2013), 
regulação da imunidade (DORÉ et al., 2013; GENSOLLEN et al., 2016), síntese, extração e 
absorção de metabólitos e nutrientes como vitaminas, bile, aminoácidos e ácidos graxos de cadeia 
curta, regulação da digestão ao longo do trato gastrointestinal, além de sinalização de vias celulares 
(RINNINELLA et al., 2019).  
A composição da microbiota é variável entre indivíduos, no entanto, Firmicutes e 
Bacteroidetes são enconcontrados com maior frequência (ARUMUGAM et al., 2011; CRYAN; 
DINAN, 2012). A variação individual é dependente de fatores intrínsecos e extrínsecos como o 
estado da microbiota durante os diferentes estágios da vida, genética, estilo de vida, hábitos 
alimentares, etinicidade, frequência de atividade física, hábitos culturais e ambientais (SCHMIDT; 
RAES; BORK, 2018; RINNINELLA et al., 2019). Esses fatores quando alterados podem modificar 
a microbiota e esta como consequência atuar diretamente no hospedeiro com a produção de 
metabólitos específicos que podem por exemplo ser utilizados como indicadores de doenças 
(ZELLER et al., 2014; TITO et al., 2017) ou até mesmo provocar mudanças mais acentuadas como 
a redução da diversidade do microbioma (LE CHATELIER et al., 2013; SCHMIDT; RAES; 
BORK, 2018). Em muitos casos não é claro se a alteração na microbiota foi a causa da doença ou 
vice e versa, ou se ainda esses dois são efeitos de outros fatores (SCHMIDT; RAES; BORK, 2018). 
Nota-se que apesar da individualidade, as funções da microbiota conseguem ser preservadas 
(RINNINELLA et al., 2019). 
Com o objetivo de modular a microbiota, estratégias como a inserção de probióticos e/ou 
prebióticos em produtos podem ser adotadas. De acordo com Hill et al. (2014), probióticos são 
"microrganismos vivos que, quando administrados em quantidade adequada, conferem benefício 




amplamente utilizados com esta função (ANTUNES et al. 2007). Já os prebióticos podem ser 
definidos como “substrato que é seletivamente utilizado por microrganismos residentes que 
conferem benefícios à saúde” (GIBSON et al., 2017), podendo a inulina ser citada como exemplo 
(ARAGON-ALEGRO et al., 2007; SABATER-MOLINA et al., 2009; VALDES-VARELA et al., 
2017). Estudos como os realizados por Schmidt et al. (2015), Takada et al. (2016) e Slykerman et 
al. (2017) mostram que prebióticos e probióticos são capazes de modular funções do cérebro e 
comportamentais, sendo assim também chamados de psicobióticos, com ações em situações de 
estresse, ansiedade e depressão (NG et al., 2018; OSADCHIY; MARTIN; MAYER, 2019). Além 
disso, eles podem ser combinados em um mesmo produto, sendo assim chamados de simbióticos, 
onde os prebióticos estimulam seletivamente o crescimento e/ou a ativação do metabolismo das 
linhagens probióticas veiculadas nos produtos e até mesmo das linhagens endógenas do hospedeiro 
(SCHREZENMEIR; DE VRESE, 2001; CHARALAMPOPOULOS et al., 2002; KONAR et al., 
2016).  
Embora experimentos in vivo sejam ideais e/ou mais representativos para avaliação da 
inserção de probióticos e prebióticos, fatores como custo e tempo podem ser limitantes (VAN DE 
WIELE et al., 2004).  Alternativamente, a utilização de modelos in vitro podem ser capazes de 
simular processos microbiológicos e fisiológicos do trato gastrointestinal e quando associados a 
análises moleculares podem auxiliar no entendimento do funcionamento de sistemas ou vias, assim 
como complementar estudos in vivo (MARZORATI et al., 2015), com a vantagem da possibilidade 
de controle de vários parâmetros (VAN DE WIELE et al., 2004). 
O Simulador do Ecossistema Microbiano Humano (SEMH®) é uma ferramenta in vitro útil 
para estudos da composição e função da microbiota intestinal. Nesse reator, a digestão humana é 
simulada de uma forma dinâmica, com ambientação em número e razão proporcional de micro-
organismos e condições como temperatura, pH, inóculo e tempo de retenção semelhantes ao 
organismo humano (POSSEMIERS et al., 2010; BIANCHI et al., 2014; MARZORATI et al., 
2015). Diante do importante papel da microbiota na saúde dos indivíduos e da possibilidade da 
modulação desta através da dieta, o objetivo do presente trabalho foi comparar duas diferentes 
matrizes simbióticas, sendo estas um suplemento dietético e um sorvete simbiótico na modulação 




2. Materiais e Métodos	
2.1 Suplemento Dietético Simbiótico e Culturas Probióticas 
 
 O suplemento dietético simbiótico utilizado foi o Bidrilac® (Chr-Hansen, Hoersholm, DK), 
contendo os microrganismos Lactobacillus acidophilus LA-5 e Bifidobacterium animalis subsp. 
lactis BB-12, inulina, manitol, dióxido de silício e aroma de baunilha. O sachê foi dissolvido em 
100 mL de água e utilizado logo após a dissolução. Cada sachê continha 9 log10 cfu/g de LA-5, 10 
log10 cfu/g de BB-12 e 22, 2% de inulina (RODRIGUES et al., 2019). Para a elaboração do sorvete, 
foram selecionados os probióticos comerciais DVS (direct vat set) da empresa Chr-Hansen 
(Hoersholm, DK) Lactobacillus acidophilus LA-5 e Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 
e a inulina obtida de raiz de chicória da Orafti® (Beneo-Orafti, DE). 
2.2 Sorvete Simbiótico 
 
 O sorvete simbiótico foi produzido em máquina Cuisinart (Comercial Quality Compressor 
Ice Cream & Gelato Maker) localizada na Faculdade de Ciências Aplicadas (Unicamp, Limeira, 
Brasil). Os ingredientes utilizados para a fabricação do sorvete foram leite em pó integral (Nestlé, 
Ibiá, Brasil), inulina (GR de origem vegetal, Beneo-Orafti, Mannheim, Alemanha), sacarose 
(Caravelas, Ariranha, Brasil), extrato de baunilha (Dr. Oetker, São Paulo, Brasil), creme de leite 
(Shefa, Amparo, Brasil) e emulsificante (Emustab, DuasRodas, Jaraguá do Sul, Brasil). 
 As bactérias selecionadas foram previamente ativadas (MAGARIÑOS et. al., 2007; 








2.3 Características Físico-Químicas do Sorvete 
  
 O sorvete foi caracterizado quanto ao teor de sólidos totais, acidez titulável, pH e 
composição centesimal, sendo todas as análises realizadas em triplicata.  
Os sólidos totais foram obtidos pela diferença do peso da amostra menos o percentual de 
umidade (IAL, 2008):  
% Sólidos Totais = 100 – % Umidade 
Para a análise de acidez titulável (IAL, 2008), 10 g de amostra foram adicionadas de 50 mL 
de água destilada e 5 gotas de fenolftaleína 1%, sendo em seguida realizada titulação com NaOH 
0,1N. O resultado foi calculado de acordo com a fórmula:  
Acidez Titulável = (V x F x 0,9) / P 
Onde: V = Volume (mL) da solução de NaOH utilizado na titulação; F = fator de correção da 
solução de hidróxido de sódio 0,1 mol.L-1; 0,9 = fator de conversão para ácido lático; P = peso (g) 
da amostra. 
Para a análise de pH (IAL, 2008), 10 g de amostra foram diluídas em 100 mL de água 
destilada e em seguida foi realizada a leitura em medidor de pH mPA210 (MS Tecnopon, SP, BR). 
Aproximadamente 2 g de amostra foram utilizadas para a quantificação da umidade 
(AOAC, 2012), sendo levados à estufa a 105 °C, por período de 6 a 8 h. O cálculo de percentual 
foi realizado como a seguir:  
% Umidade = massa inicial – massa final / massa inicial x 100 
Para a análise das cinzas totais (AOAC, 2012), aproximadamente 5 g de amostra foram 
pesados em um cadinho e colocados na mufla a 550 °C, por 8 h. O percentual foi obtido conforme 
a fórmula:  
% Cinzas = peso das cinzas / peso da amostra x 100. 




Aproximadamente 2 g de amostra adicionados de uma mistura de catalizadores e ácido sulfúrico 
concentrado foram digeridos à 450 °C. Em seguida, as amostras foram destiladas com a adição de 
água destilada e solução de NaOH 32%. Em um erlenmeyer utilizado como coletor do produto 
resultante da destilação, adicionou-se os indicadores vermelho de metila e verde de bromocresol e 
ácido bórico 4%. O líquido coletado do destilador foi titulado com HCl 0,2015 N. A proteína bruta 
foi calculada multiplicando-se o teor de nitrogênio (N) pelo fator 6,38 para produtos lácteos. Para 
a determinação do teor de nitrogênio, utilizou-se a seguinte fórmula: 
% Nitrogênio = (mL HCl – mL branco) x N (HCl) x 14,007 / massa amostra (mg) * 100. 
A quantificação dos lipídios foi realizada pelo método de Mojonnier (AOAC, 1996). 
Aproximadamente 3 gramas de amostra foram pesadas, adicionadas de ácido clorídrico 25% e 
digeridas em banho maria a 100 °C. Em seguida, adicinou-se hidróxido de amônio e indicador 
fenolftaleína 1%. As amostras passaram por 3 etapas de extração com álcool etílico, éter etílico e 
éter de petróleo onde houve a separação entre a matéria orgânica e o solvente. Depois da terceira 
extração, as amostras foram secas na estufa a 105 °C por 50 minutos. O percentual de lipídios foi 
calculado da seguinte forma:  
% Lipídios = peso do béquer com gordura – peso do béquer – peso do branco / peso da 
amostra x 100. 
O percentual de de carboidratos totais calculado por diferença: 
% Carboidrato = 100 - % umidade - % cinzas - % proteína - % lipídio. 
2.4 Digestão Simulada em Modelo Colônico Dinâmico  
 
O Simulador do Ecossistema Microbiano Humano (SEMH®) foi utilizado para a análise da 
digestão simulada em modelo colônico dinâmico. O SEMH® é controlado por computador e 
composto por 5 compartimentos fechados que representam o estômago, intestino delgado, o cólon 
ascendente, o transverso e o descendente (MOLLY et al., 1994; DUQUE et al., 2016). O simulador 
foi adaptado para o presente experimento, onde os cólons transverso e o descendente foram 
substituídos pela triplicata do colon ascendente. Esta etapa da pesquisa foi realizada em parceria 




Mesquita Filho" (Unesp, Araraquara, Brasil). 
 Características como capacidade volumétrica, pH, temperatura (37 °C) e tempo de retenção 
(24 horas) foram controladas (POSSEMIERS et al., 2004), sendo os últimos 3 compartimentos 
agitados com o auxílio de um agitador magnético durante todo o processo. A anaerobiose do 
sistema foi alcançada com a adição de nitrogênio e o pH corrigido em cada recipiente com o auxílio 
de ácido clorídrico ou hidróxido de sódio, atingindo a faixa de pH de 5,6–5,9 (MOLLY et al., 1994; 
POSSEMIERS et al., 2004; DUQUE et al., 2016). 
 A colonização dos compartimentos foi realizada com fezes de 8 voluntários eutróficos e 
saudáveis, militares da Escola Preparatória de Cadetes do Exército - EsPCEx (Campinas, SP, 
Brasil), do sexo masculino, com idades entre 18 e 22 anos (Comitê de Ética em Pesquisa, Parecer 
número 2.845.537). Conforme procedimentos apresentados por Duque et al. (2016), adaptado de 
Possemiers et al. (2010), amostras de fezes foram homogeneizadas e 40 g foram diluídas em 200 
mL de tampão fosfato contendo fosfato monossódico (Synth, SP, BR), fosfato dissódico (Synth, 
SP, BR) e tioglicolato de sódio (Merck, Darmstadt, DE) (pH 6,5). Em seguida, esta solução foi 
homogeneizada em stomacher e centrifugada a 3,000 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi 
coletado e 10 mL foram adicionados aos 3 últimos compartimentos, juntamente com 500 mL de 
meio basal para alimentação e crescimento do inóculo.  
O meio alimentar basal utilizado no SEMH® foi preparado em água destilada, constituído 
de 3 g/L de amido (Maisena, Unilever Brasil, SP, BR), 2 g/L de pectina (Sigma-Aldrich, MO, US), 
4 g/L de mucina gástrica tipo II de suínos (Sigma-Aldrich, MO, US), 1 g/L de xilana (Megazyme, 
Bray, IE), 1 g/L de peptona (Kasvi, PR, BR), 1 g/L de arabinogalactano (Sigma-Aldrich, MO, US), 
0,4 g/L de glicose (Synth, SP, BR), 3 g/L de extrato de levedura 
(Kasvi, PR, BR) e 0,5 g/L de L-cisteína (Sigma-Aldrich, MO, US) (POSSEMIERS et al., 2004). 
Para que as condições do segundo reator se assemelhassem ao duodeno, foi adicionado suco 
pancreático artificial composto de 12,5 g/L de bicarbonato de sódio (LS Chemicals), 6 g/L de ox-
bile (Sigma-Aldrich, MO, US) e 0,9 g/L de pancreatina (Sigma-Aldrich, MO, US) (POSSEMIERS 






2.5 Protocolo Experimental 
 
 O experimento no SEMH® foi executado de forma continua (7 semanas), sendo que no 
período de estabilização da microbiota, o meio alimentar basal (240 mL) e o suco pancreático (60 
mL) foram inseridos no sistema durante 14 dias (POSSEMIERS et al., 2004; VAN DE WIELE et 
al., 2007). Após as duas semanas de estabilização, iniciou-se os períodos de tratamento com 
duração de 14 dias cada. O primeiro tratamento foi composto de 1 g de suplemento dietético, 100 
mL de água filtrada estéril e 140 mL de meio alimentar basal. O segundo tratamento foi a adição 
de 30 g de sorvete (correspondente à meia porção recomendada conforme RDC 359 – 60g), 70 mL 
de água filtrada estéril e 140 mL de meio alimentar basal. Entre os tratamentos, foi realizado um 
período de limpeza (washout) com duração de 7 dias, onde somente o meio alimentar basal (240 
mL) e o suco pancreático (60 mL) foram adicionados. 
2.6 Análise Microbiológica 
 
Semanalmente amostras dos reatores foram coletadas para a realização de análise 
microbiológica dos gêneros Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. e Clostridium spp. A 
contagem dos Lactobacillus spp. foi realizada em meio lactobacilli MRS (deMan, Rogosa e 
Sharpe) ágar (Acumedia, Neogen, SP, BR); Bifidobacterium spp., em meio Bifido Medium BIM-
25 (Difco, France); Clostridium spp. foi realizado em meio Reinforced Clostridial Agar (RCA) 
(Difco, France). As amostras (100 µL) foram diluidas serialmente em água peptonada 0,1% (Kasvi, 
PR, BR) (900 µL) e plaqueadas utilizando-se a técnica de drop plate, sendo em seguida incubadas 
em anaerobiose (GasPak, BD, USA) à 37 °C por 48 horas para Lactobacillus spp. e Clostridium 
spp. e 72 horas para Bifidobacterium spp. (BIANCHI et al. 2014). 
2.7 Análise de Ácidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC) 
 
 As análises de ácidos graxos de cadeia curta foram realizadas de acordo com o protocolo 
adotado por Duque et al., (2016) com modificações. As amostras foram centrifugadas (14,000 x g, 
5 minutos) e 2 mL do sobrenadante armazenados para a análise de ácidos graxos. Foram 
construídas curvas analíticas a partir de solução estoque dos ácidos de interesse, sendo esses o 
acético, propiônico e butírico. As amostras foram filtradas em Millex® (0,45 µm) em frascos e em 
seguida injetadas em cromatógrafo para leitura. A análise foi realizada em um cromatógrafo a gás 




utilizando uma coluna capilar DB-WAX (60m x 0,25mm x 0,25µm) nas seguintes condições: 
temperatura do injetor = 220 °C, coluna = 35 °C, 2 °C/min, 38 °C; 10 °C/min, 75 °C; 35 °C/min, 
120 °C (1 min); 10 °C/min, 170 °C (2 min); 40 °C/min, 170 °C (2 min), e detetor = 250 °C. Hélio 
foi utilizado como gás de arraste numa vazão de 1 mL/min. 
2.8 Quantificação de Amônia 
 
  Após a digestão simulada, as amostras foram coletadas e armazenadas a −20 °C e a amônia 
quantificada de acordo com Bianchi et al. (2014), onde a determinação acorreu por meio de um 
medidor de íons específicos acoplado a um eletrodo seletivo de amônia. Brevemente, o eletrodo 
foi calibrado com diferentes padrões, sendo estes de 10, 100 e 1000 ppm (Thermo – Orion, MA, 
US) e em seguida, foram realizadas as leituras de 10 mL de amostras adicionadas 0,2 mL de solução 
para ajuste de força iônica – ISA. A leitura foi realizada em triplicata, com temperatura de 25 °C e 
sob agitação. Os resultados obtidos foram divididos pela massa molar do íon amônio (18,04), sendo 
este expresso em mmol/L.  
 
2.9 PCR em Tempo Real (qPCR) 
 
A composição da microbionta intestinal colônica foi confirmado por PCR em tempo real 
(qPCR). As amostras foram coletadas semanalmente, centrifugadas (14,000 x g, 5 minutos) e o 
pellet liofilizado. O DNA das amostras foram extraídos com auxílio do QIAamp® PowerFecal® 
DNA Kit (QIAGEN Group, Hilden, DE). Em seguida, esse DNA foi adicionado a um mix 
composto de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, WA, UK), 
primers(forward e reverse) e água ultra pura livre de endonucleases (DEPC), sendo a leitura 
realizada em instrumento StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, WA, 
UK). 	
Primers específicos foram utilizados para a amplificação dos DNAs, sendo estes em 
seguida inseridos em curva padrão (POSSEMIERS et al., 2006). Os primers (Thermo Fisher 




ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′) e Bactérias Totais 518R (R: 5′-
ATTACCGCGGCTGCTGG-3′) (BOON et al., 2003; GUO et al., 2008).	
2.10 Análises da Diversidade da Microbiota 
  
A análise da diversidade da microbiota intestinal foi conduzida por next generation 
sequencing, conduzida pela empresa Neoprospecta Microbiome Technologies, na qual a partir de 
1ng de DNA, foi realizada a amplificação com os primers específicos da região V3-V4 do rRNA 
16S, 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG) (CAPORASO et. al., 2011) e 806R 
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT) (WANG; QIAN, 2009) na concentração de 0,2 uM.  
As reações de PCR foram realizadas em triplicata empregando-se Platinum Taq (Invitrogen 
USA) com as seguintes condições: 95°C por 5 minutos, 25 ciclos a 95°C por 45 segundos, 55°C 
por 30 segundos e 72°C por 45 segundos e extensão final por 72°C por 2 minutos para a primeira 
PCR (PCR 1). Na segunda PCR (PCR 2) as condições foram 95°C por 5 minutos, 10 ciclos a 95°C 
por 45 segundos, 66°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos e extensão final a 72°C por 2 
minutos. Após a última PCR, as amostras foram limpas com AMPure beads (Beckman Coulter, 
Brea, CA) (CHRISTOFF et al., 2017). 
O preparo das bibliotecas de sequenciamento foi elaborado de acordo com a 
tecnologia da empresa e o sequenciamento realizado pela plataforma MiSeq (Illumina). A partir 
dos resultados do sequenciamento, foi conduzida uma análise de bioinformática básica para a 
classificação taxonômica dos reads. Os profissionais de bioinformática executaram "sequence 
demultiplexing" e corte de primers e as leituras foram normalizadas para 283pb. (CHRISTOFF et 
al., 2017).  
2.11 Análise Estatística 
 
 Os resultados obtidos foram computados e as médias submetidas a um teste de normalidade 
e relatadas como médias e desvios-padrão. Todas as variáveis foram submetidas à análise two-way 
ANOVA, seguida do teste de comparações múltiplas de Tukey, com nível de significância de 5% 
(p <0,05), utilizando o programa estatístico Prism 7.0 (Software MacKiev © 1994-2016). As 




Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., e Clostridium spp. A análise de componentes principais 
correlacionou diferentes tratamentos e a composição da microbiota com o auxílio do software R.  
 
3. Resultados e Discussão 
3.1 Análises Físico-Químicas 
 
 As análises físico-químicas do sorvete produzido para este trabalho estão apresentadas na 
Tabela 1. 
 
Tabela 1: Acidez titulável, pH, sólidos totais e composição centesimal do sorvete 
simbiótico. 
 
Parâmetro  Resultado 
Acidez titulável (%) 0,46 ± 0,01 
pH 6,87 ± 0,005 
Sólidos totais (%) 35,56 ± 0,37 
Umidade (%) 64,44 ± 0,37 
Cinzas (%) 1,5 ± 0,002 
Proteína (%) 7,14 ± 0,004 
Lipídio (%) 15,20 ± 0,45 
Carboidrato Total (%) 11,56 ± 0,82 
 
A composição do presente sorvete atende os critérios mínimos de sólidos totais (28%), 
gordura (3,0%) e proteína (2,5%) preconizados pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
(ANVISA, 2000). A composição centesimal pode interferir na sobrevivência de microrganismos 
quando esses são adicionados a produtos como sorvetes fermentados, como exemplo, o valor do 
pH pode aumentar ou diminuir a sobrevivência de bactérias láticas durante o armazenamento do 
produto (CRUZ et al., 2009; MOHAMMADI et al., 2011). A L. acidophilus é mais tolerante a 




Bifidobacterium spp. esse pH ótimo é de 6,0 a 7,0 podendo seu crescimento ser prejudicado em 
pHs menores de 5,5 (MOHAMMADI et al., 2011).  
Outros componentes como açúcares, proteínas, gordura e polissacarídeos também podem 
favorecer ou prejudicar a sobrevivência desses microrganismos dependendo do tipo de ingrediente 
selecionado e da quantidade utilizada (CRUZ et al., 2009; MOHAMMADI et al., 2011). Além 
disso, os ingredientes são essenciais para a estrutura do sorvete, sendo capazes de alterar 
propriedades reológicas que podem causar injúria às células probióticas, principalmente quando 
essas características estão ligadas a processos de cristalização do gelo, recristalização e 
concentração de congelamento (SANTIVARANGKNA et al., 2008; SOUKOULIS; FISK; BOHN, 
2014). 
3.2 Análise Microbiológica - SEMH® 
 
Semanalmente amostras do conteúdo colônico do SEMH® foram coletadas e analisadas. A 
Tabela 2 apresenta os resultados da contagem de bactérias presentes no cólon durante o período 
experimental. 
 
Tabela 2: Contagem de Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. e Clostridium spp. no 
cólon durante ensaio in vitro. 
 
Período Experimental  Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp. Clostridium spp. 
Estabilização 7,18 ± 0,54A 7,27 ± 0,40B 7,40 ± 0,32C 
Suplemento 7,88 ± 0,19 A 7,89 ± 0,26 B 7,97 ± 0,18 C 
  
Washout 7,16 ± 0,24 A 7,60 ± 0,57 B 7,45 ± 0,28 C 
Sorvete 7,82 ± 0,20 A 7,88 ± 0,16 B 7,89 ± 0,27 C 
A estatística foi realizada nas colunas e em pares, ou seja: Estabilização e Suplemento; 
Washout e Sorvete. Letras iguais representam p > 0,05.  
 
Em ambos os tratamentos (suplemento e sorvete) houve aumento na contagem de 
Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. e Clostridium spp. quando comparados a seus respectivos 
controles, no entanto, esse aumento não foi suficiente para a mudança de log (p>0,05). Observa-se 




washout a Bifidobacterium spp. não retornou às condições iniciais observados no período de 
estabilização da microbiota.  
No trabalho realizado por Chaikham e Rattanasena (2017), buscou-se observar a modulação 
da microbiota em experimento in vitro com sorvetes probióticos contendo baixo teor de gordura 
suplementado de Lactobacillus casei 01 e Lactobacillus acidophilus LA5. Como resultado a adição 
dos tratamentos aumentou significativamente as contagens de Lactobacilli (> 3 log UFC/mL) e 
Bifidobacteria (> 2 log UFC/mL). Além disso, o sorvete foi capaz de reduzir a quantidade de 
bactérias patogênicas como as da classe Clostrídia, coliformes “fecais” e anaeróbios totais, 
mostrando que a adição das culturas foram capazes de modular beneficamente a microbiota 
intestinal. Bianchi et al. (2019) avaliou o efeito de matrizes não láticas como o subproduto de 
acerola adicionado de Bifidobacterium longum BB-46 na microbiota intestinal por meio de modelo 
SEMH®. Como resultado não observou-se alteração significativa nas contagens de Lactobacillus 
spp. e Bifidobacterium spp. nos períodos de tratamento, no entanto, houve redução significativa de 
Clostridium spp. e anaeróbios totais.   
Outro estudo realizado com matrizes lácteas em modelo in vitro foi apresentado por 
Possemiers et al. (2010), onde objetivou-se testar a proteção dos probióticos microencapsulados 
Lactobacillus helveticus CNCM I-1722 e Bifidobacterium longum CNCM I-3470 em dois tipos de 
chocolate (ao leite e amargo). A quantidade de probióticos administrada foi de 109 CFU por porção. 
A adição das bactérias foi capaz de aumentar significativamente a contagem dos Lactobacilli, mas 
o mesmo comportamento não foi observado para os demais microrganismos avaliados com a 
diminuição das Bifidobacterias (sem diferença estatística), a manutenção dos anaeróbios totais 
facultativos, anaeróbios totais e Enterococci e o aumento de bactérias de carater patogênico como 
o Staphylococci, coliformes totais e significativo de Clostridia. Já quando analisou-se o chocolate 
puro sem a adição dos probióticos, as contagens de anaeróbios totais facultativos, anaeróbios totais, 
Bifidobacteria, Staphylococci e coliformes totais se mantiveram, houve redução de Lactobacilli e 
Enterococci e aumento significativo de Clostridia. 
3.3 Ácidos Graxos de Cadeia Curta 
 
Na Tabela 3 encontram-se os níveis de ácidos graxos de cadeia curta obtidos durante 




Tabela 3: Quantidades de ácidos graxos de cadeia curta (mmol/L) obtidas em modelo 
colônico tratado por 14 dias com suplemento dietético e sorvete simbiótico.   
 
Período Experimental Acetato Propionato Butirato 
Estabilização 31,24 ± 0,02A 7,23 ± 0,46B 1,01 ± 0,72C 
Suplemento dietético 11,35 ± 1,6a 4,35 ± 1,18B 3,44 ± 0,25C 
  
Washout 20,07 ± 2,46a 6,87 ± 1,02B 6,77 ± 0,55c 
Sorvete simbiótico 30,01 ± 3,05A 10,17 ± 0,48B 15,63 ± 1,17C 
A estatística foi realizada nas colunas e em pares, ou seja: Estabilização e Suplemento; 
Washout e Sorvete. Letras iguais representam p > 0,05. 
 
A produção de AGCC foi maior com a ingestão de sorvete do que de suplemento dietético. 
No tratamento com o suplemento, observou-se redução nas quantidades de acetato (p< 0,0001) e 
propionato (p= 0,4865) e aumento dos níveis de butirato (p= 0,6150). Já com o tratamento do 
sorvete, a produção de todos os ácidos foram aumentados em relação a seu controle (p< 0,004), 
esse aumento só não foi significativo para o propionato (p= 0,3729). Comparando-se os dois 
produtos, todos os ácidos foram produzidos em maiores quantidades com a adição do sorvete como 
matriz. Assim como indicado na literatura (HIJOVA; CHMELAROVA, 2007), o percentual de 
acetato foi superior aos demais, alcançando proporções no sorvete de aproximadamente 54:18:28 
e no suplemento 59:23:18 para acetato, propionato e butirato, respectivamente.  
Chaikham e Rattanasena (2017), observaram resultados semelhantes com sorvete 
probiótico (Lactobacillus casei 01 e Lactobacillus acidophilus LA5), obtendo aumento dos AGCC 
quando comparados ao controle. O potencial de modulação da microbiota também foi avaliado 
com prebióticos como mostra o estudo realizado por Van de Wiele et al. (2004), onde objetivou-
se testar a ação da inulina de chicória. A presença da inulina foi capaz de aumentar a produção de 
ácidos graxos de cadeia curta em 44% em 5 semanas de tratamento, principalmente de propionato 
e butirato. A inulina possui efeito bifidogênico e esse aumento pode ser explicado pela adicional 
biomassa de bifidobactérias que são capazes de degradar a inulina, produzindo mais AGCC (VAN 
DE WIELE et al., 2004). 
Similarmente ao resultado obtido com a administração do suplemento dietético no presente 




baseadas em extrato solúvel de soja e quinoa no reator SEMH®. Das 4 formulações testadas: 
placebo, prebiótica (frutooligossacarídeo), probiótica (Lactobacillus casei Lc-01) e simbiótica, 
nenhuma foi capaz de aumentar significativamente os níveis de AGCC. Esses ácidos graxos são 
rapidamente utilizados como fonte de energia pela microbiota residente ou colonócitos logo após 
sua formação, não permitindo um acúmulo significativo (TOPPING; CLIFTON, 2001; 
MACFARLANE; MACFARLANE, 2003; BIANCHI et al., 2014). Fatores como composição 
química, quantidade disponível e taxa de despolimerização do substrato, assim como a presença de 
receptores de elétrons terminais inorgânicos, preferência individual de cada espécie e a estratégia 
de fermentação do microrganismo interferem na formação desses ácidos graxos (MACFARLANE; 
GIBSON, 1994; BIANCHI et al., 2014).  
O aumento das quantidades dos AGCC é um efeito desejado, principalmente para a saúde 
intestinal, uma vez que esses ácidos trazem como benefícios a inibição de microrganismos 
patogênicos e aumento da absorção de nutrientes pela redução do pH luminal, estimulação de 
proliferação celular no tecido epitelial, aumento da produção de mucinas, modulação da atividade 
metabólica tais como homeostase intestinal, assim como a prevenção e tratamento de síndrome 
metabólica, de alguns tipos de cancer e de desordens intestinais (HU et al., 2010; BLOUIN et al., 
2011;  MACFARLANE; MACFARLANE, 2012; RÍOS- COVIÁN et al., 2016). 
3.5 Amônia 
 
Na Tabela 4 apresenta-se a quantificação dos níveis de amônia (mmol/L) no cólon 
ascendente durante experimento in vitro com diferentes matrizes. 
 
 Tabela 4: Níveis de amônia obtidos com a administração de suplemento dietético e sorvete em 
reator SEMH®.  
Período Experimental Amônia (mmol/L) 
Estabilização 12,86 ± 1,11A 
Suplemento 8,33 ± 1,0a 
 
Washout 12,92 ± 1,53B 
Sorvete 15,39 ± 2,22B 
A estatística foi realizada em pares, pares, ou seja: Estabilização e Suplemento; Washout e 





O suplemento dietético foi capaz de reduzir significativamente (p = 0,0163) a produção de 
amônia quando comparado ao período de estabilização. Já no tratamento 2, o sorvete aumentou 
essa produção, no entanto, não significativamente (p = 0,2509). Os níveis registrados no período 
de washout voltaram a ser compatíveis com a estabilização (p > 0,9999), comprovando que a 
redução da concentração do metabólito foi devida à administração do suplemento.  
O aumento dos níveis de amônia com a administração do sorvete pode ser explicado pela 
quantidade de proteína que compõe a matriz, uma vez que a degradação desse macronutriente vai 
gerar amônia e outros derivados (MONTALTO et al., 2009; SCOTT et al., 2013). Um experimento 
realizado com ratos mostrou que o aumento do consumo de proteínas do leite foi capaz de elevar a 
quantidade de metabólitos proteolíticos no cólon (ANDRIAMIHAJA et al., 2010). As proteínas 
presentes no leite podem se ligar a outros nutrientes sob aquecimento como o caso do açúcar, 
tornando-se menos digeríveis, porém fermentáveis pelas bactérias residentes no cólon, sendo este 
um fator que pode modificar a microbiota do hospedeiro (DOMINIKA et al., 2011). Resultado 
semelhante ao presente estudo foi encontrado por Chaikham e Rattanasena (2017) que observou 
um aumento nos níveis de amônia com a administração de tratamentos compostos por sorvetes 
probióticos (Lactobacillus casei 01 e Lactobacillus acidophilus LA5) com baixo teor de gordura 
em modelo in vitro.  
Assim como a adição do suplemento foi capaz de reduzir os níveis de amônia, fenômeno 
semelhante foi registrado por outros pesquisadores como Van de Wiele et al. (2004), Freire et al. 
(2017) e Bianchi et al. (2014) que empregaram técnicas in vitro.  Van de Wiele et al. (2004) testou 
a substituição de amido pelo prebiótico inulina nos períodos de tratamento, registrando a redução 
desse metabólito. Freire et al. (2017) observou redução significativa dos níveis de amônia com a 
administração de bebida probiótica fermentada de uva (Lactobacillus rhamnosus e Streptococcus 
thermophilus utilizado como cultura starter), contendo 2,6% de proteína. Bianchi et al. (2014) 
obteve redução significativa nos níveis de amônia com a adição de formulação simbiótica 
(frutooligossacarídeo e Lactobacillus casei Lc-01) de extratos aquosos de soja e quinoa. 
Níveis de amônia aumentados devem ser evitados, pois esse metabólito é capaz de alterar 
a morfologia celular dos colonócitos e dependendo dos níveis observados pode ser tóxico e agir 
como promotor de carcinogênese no tecido intestinal, aumentando o risco do desenvolvimento de 




sanguínea pode estar ligado a quadros encefalopatia hepática, assim como efeitos neurotóxicos 
(WATANABE et al., 1997; SHARMA et al., 2009; HAMER et al., 2012). 
3.6 PCR Real Time (qPCR) 
 
 A análise de qPCR para quantificação das bactérias totais está apresentada na Figura 2. 
 
  
A estatística foi realizada em pares, ou seja: Estabilização e Suplemento; Washout e 
Sorvete. O asterisco representa p < 0,05. 
 
Figura 2: Quantidade de bactérias totais em reator SEMH® com a administração de 
suplemento dietético e sorvete.  
A partir da análise de qPCR observa-se que as concentrações de bactérias totais foram 
mantidas no mesmo log (109) durante todo o período experimental, independente do tratamento 
empregado (Figura 3).  
Cha et al. (2018) objetivaram analisar os efeitos de um leite fermentado comercial 
composto por Lactobacillus casei HY2743 (> 106 CFU/mL), Lactobacillus plantarum HY2177 (> 

































1 (> 108 CFU/mL) na microbiota intestinal em modelo in vitro. Não foi observado diferença 
significativa entre os tratamentos, com a manutenção do número de bactérias totais constante entre 
108 e 109 CFU/mL, similar ao registrado no presente estudo. Possemiers et al. (2010) relatou 
aumento significativo nas quantidades de bifidobactéria e lactobacilli quando um mix de bactérias 
(L. helveticus CNCM I-1722 e B. longum CNCM I-3470) foi acrescentado a um chocolate. A 
quantidade total de bactérias diminuiu conforme as semanas de tratamento, no entanto, esses 
valores ainda foram maiores que no período de controle.  
Resultados semelhantes foram observados em matrizes não lácteas contendo prebióticos. 
Marzorati et al. (2015), testou a substituição parcial de frutooligossacarídeos (FOS) e inulina por 
goma-arábica em uma mistura de fibras e como resultado houve aumento estatisticamente 
importante na quantidade de lactobacilli e bifidobacteria, assim como na quantidade de bactérias 
totais. Essa quantidade foi reduzida na primeira semana de tratamento com a goma, aumentou na 
segunda semana e voltou a diminuir na terceira, continuando ainda assim maior que o controle. 
Terpend et al. (2013), objetivaram testar as diferenças entre os perfis fermentativos de 
arabinogalactano (AG) e frutooligossacarídeos (FOS) em reator SEMH®. Como resultado, tanto os 
frutooligossacarídeos quanto o arabinogalactano foram capazes de aumentar significativamente a 
concentração de bactérias totais no cólon, no entanto, essa elevação com a fermentação dos FOS 
pode ser observada em toda a extensão do colon e com o AG essa maior concentração de ácidos 
graxos foi detectada nas partes mais distais, correspondentes aos cólons transverso e descendente. 
3.7 Sequenciamento da Microbiota Colônica 
 
 A identificação da microbiota em cada período experimental foi analisada por next 





A estatística foi realizada em pares, ou seja: Estabilização e Suplemento; Washout e 
Sorvete. O asterisco representa p < 0,05. 
 
Figura 3: Filos de bactérias observados na microbiota em simulador in vitro e suas 
respectivas alterações durante diferentes tratamentos. 
 
 Quatro tipos de filos foram identificados, sendo estes Actinobacteria, Bacteroidetes, 
Firmicutes e Proteobacteria. Observa-se que os tratamentos foram capazes de modificar a 
microbiota uma vez que a disposição dos filos antes a após cada tratamento foi diferente. 
Actinobacterias tiveram aumento com a administração do suplemento dietético (p = 0,0006) 












































































































































relação aos Bacteroidetes, houve redução das quantidades em ambos os tratamento, no entanto, 
somente para o sorvete essa redução foi significativa (p = 0,0257). Firmicutes e Proteobacterias 
estavam em maior quantidade durante o período de estabilização, mas com a adição do suplemento 
houve queda significativa dos Firmicutes (p = 0,0151). Essa quantidade caiu ainda mais durante o 
washout e voltou a subir com a administração do sorvete (p = 0,0134), no entanto, a diferença 
estatística entre os tratamentos não foi significativa. Já no caso das Proteobacterias, após a queda 
depois da estabilização não houve elevação durante o restante dos tratamentos.  
De acordo com Breban (2016), os filos predominantes na microbiota intestinal são 
Bacteroidetes e Firmicutes. Durante o período de estabilização os filos predominantes eram 
Bacteroidetes (41%) e Firmicutes (33%). Essa predominância mudou para Bacteroidetes e 
Actinobacteria com a adição do suplemento (40% e 38% de abundância relativa) e no período de 
washout (49% e 36% de abundância relativa). Com a administração do último tratamento, os filos 
voltaram a ter o mesmo padrão da estabilização com 41% de Bacteroidetes e 28% de Firmicutes. 
Diferente do resultado obtido na presente pesquisa, Unno et al. (2015), observou aumento de 
Bacteroidetes com o consumo de leite fermentado simbiótico (cultura starter ABCT-BH contendo 
Lactobacillus acidophilus CSG, Lactobacillus brevis HY7401, Bifidobacterium longum HY8001, 
Lactobacillus casei HY2782, Streptococcus thermophiles, mix de fibra dietética e lactulose) e 
queda após 3 semanas de não ingestão, já o filo Firmicutes obteve efeito contrário com sua redução 
durante o tratamento. Possíveis mecanismos destes desfechos com os tratamentos são as alterações 
causadas pelos probióticos nas matrizes como a redução do pH no lumen, produção de 
bacteriocinas e competição de nutrientes, entre outros (GERRITSEN et al., 2011). 
De acordo com Shin, Whon e Bae (2015), a redução do filo Proteobacteria é desejado, uma 
vez que grande parte das bactérias pertencentes a este filo são gram-negativas e muitas patogênicas, 
sendo em grandes quantidades apontadas como sinal de disbiose intestinal. Sendo assim, a 
administração dos produtos simbióticos se mostrou eficiente na redução desse filo após o período 
de estabilização. 
 Estudando mais detalhadamente a microbiota durante todo o período experimental, a Figura 





Figura 4: Ordem das bactérias presentes na microbiota com administração de suplemento 
dietético e sorvete simbiótico.  
 
Em todos os períodos experimentais observou-se a predominância de Bacteroidales. 
Quando comparado o período de estabilização com a adição do suplemento dietético é possível 
visualisar um expressivo aumento da ordem Bifidobacteriales (30%), redução em quase metade 
das quantidades de Lactobacillales e Enterobacteriales e a diminuição de 10% da ordem 
Selenomonadales. Já quando comparado o washout com o período de suplementação com sorvete, 
o perfil é diferente do anterior com a redução dos Bifidobacteriales e aumento de Lactobacillales, 
Clostridiales e a detecção de Burkholderiales, não registrado nos demais tratamentos. 
Burkholderiales é uma das ordens pertencentes ao filo Proteobacteria. As bactérias 
pertencentes a esse grupo podem ser patógenos oportunistas (PÉREZ-PANTOJA et al., 2012). 
Algumas de suas espécies apresentam multiresistência a antibióticos naturais (LIPUMA, 2010), 
sendo assim muitas vezes consideradas prejudiciais à saúde e perigosas para indivíduos 
hospitalizados, podendo resultar em quadros de infecções (VORONINA et al., 2018). Registros de 
Burkholderiales foram obtidos em outros produtos à base de leite como mostra Raats et al. (2011) 
com análise da microbiota de leite de vaca cru e Venema e Surono (2018), com o estudo de leite 














































































A introdução de leite fermentado em reator SEMH® (VAN DEN ABBEELE et al., 2010) 
aumentou significativamente a quantidade total dos ácidos graxos de cadeia curta butirato e 
propionato mostrando o potencial aumento de bactérias produtoras de butirato como as 
Clostridiales, sendo estas produtoras primárias desse ácido (VEIGA et al., 2014). A presença de 
Clostridiales em quantidades maiores no sorvete pode ser um dos contribuintes do aumento dos 
ácidos graxos de cadeia curta observados no presente estudo. 
Alguns gêneros foram encontrados somente em um dos tratamentos. Com a adição do 
suplemento dietético observou-se amplificação de Chromobacterium spp. (Proteobacteria) e 
Faecaliumbacterium spp. (Firmicutes) e com o sorvete, Comamonas spp. (Proteobacteria), Dorea 
spp. (Firmicutes), Lachnoclostridium spp. (Firmicutes), Prevotella spp. (Bacteroidetes) e Sutterela 
spp. (Proteobacteria), algumas potencialmente patogênicas. 
A suplementação com probióticos causou modulação na microbiota, fazendo com que 
alguns gêneros deixassem de ser observados. Com a adição do suplemento, os gêneros 
Enterococcus spp., Streptococcus spp., Weissella spp., Rhizobium spp., Mesorhizobium spp. e 
Klebsiella spp. deixaram de ser observados. Já com o sorvete simbiótico, os gêneros Alistipes spp., 
Brevundimonas spp., Eggerthella spp., Escherichia spp., Pseudomonas spp. e Slackia spp. não 
foram identificados. Esse tipo de comportamento não é incomum como foi observado por Gmeiner 
et al. (2000) e Zubaidah et al. (2012) em seus respectivos experimentos. Gmeiner et al. (2000) 
utilizou um produto simbiótico (L. acidophilus 74-2 + frutooligossacarídeo) à base de leite em 
modelo in vitro e observou redução de E. coli e enterobacteria. Já Zubaidah et al. (2012) testou um 
produto fermentado à base de arroz em modelo animal e observou efeito inibitório de Salmonella 
sp. e E. coli. 
 No presente estudo, duas espécies de probióticos foram administrados ao SEMH®: L. 
acidophilus LA-5 e B. animalis BB-12. A Figura 5 traz em detalhes a composição da microbiota 






 Figura 5: Distribuição de espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium com a adição de 
















































































Os Lactobacillus em maiores quantidades na estabilização foram o L. oris e L. delbrueckii 
e com a adição do suplemento, o L. oris deixarou de ser detectado e observou-se aumento do L. 
salivarius e redução da quantidade inicialmente encontrada do L. delbrueckii. Durante o segundo 
tratamento o mesmo padrão foi observado, com o aumento de L. delbrueckii durante o washout e 
queda com a administração do sorvete, no entanto, a quantidade registrada não alcançou os mesmos 
níveis registrados para tratamento com suplemento. Importante ressaltar que no último tratamento 
houve aumento de L. mucosae e amplificação do L. acidophilus, comprovando assim a proteção 
conferida pela matriz láctea sobre o L. acidophilus uma vez que esta espécie não foi observada com 
a administração do suplemento.  
De acordo com Ishikawa et al. (2013), as espécies de bifidobacterias mais abundantes na 
microbiota adulta são B. adolescentis e B. longum. Durante o período de estabilização, as espécies 
predominantes eram B. pseudocatenulatum, B. longum e B. breve, mas com a adição do suplemento 
essas quantidades foram reduzidas e a detecção da B. animais registrada, confirmando a eficiência 
no delivery desta espécie pelo produto comercial. Houve também aumento expressivo de B. 
adolescentis durante o tratamento 1 comparado com o período de estabilização, permanecendo esta 
espécie predominante nas etapas seguintes de washout e tratamento 2.  Outra espécie que registrou 
aumento foi a B. dentium. Resultado interessante foi o aumento da proporção de B. animalis 
obsevadas nos tratamentos 1 e 2, com vantagem para a suplementação feita com sorvete, com 
obtenção de quantidade 6 vezes maior quando comparado com o suplemento dietético.  
A configuração das amostras obtidas pela análise de componentes principais pode ser 






Figura 6: Análise de componentes principais de gêneros microbianos presentes nas 
amostras obtidas no Simulador do Ecossistema Microbiano Humano (SEMH®) durante 
suplementação com sorvete simbiótico e suplemento dietético. Control 1 = período de 
estabilização; Control 2 = washout; T1 = suplemento dietético; T2 = sorvete simbiótico. 
Antes do início da suplementação do SEMH®, as amostras obtidas dos reatores 
correspondentes ao cólon ascendente indicaram maior abundância para os gêneros Lactobacillus 
spp. (Firmicutes), Enterococcus spp. (Firmicutes), Bosea spp. (Proteobacteria), Sphingomonas spp. 
(Proteobacteria), Enterobacter spp. (Proteobacteria) e Pseudomonas spp. (Proteobacteria). A partir 
da administração do suplemento dietético por 14 dias foi possível observar uma alteração deste 
padrão de microbiota, com predomínio de Bifidobacterium spp. (Actinobacteria), Bacteroides spp. 
(Bacteroidetes) e Faecalibacterium spp. (Firmicutes). No período seguinte, que correspondeu ao 
washout, nota-se semelhança entre os gêneros predominantes observados na fase anterior, com 
aumento no entanto da abundância de Shinella spp. (Proteobacteria) e Escherichia spp. 




padrão de microbiota foi substancialmente modificado, observando-se predominância de Blautia 
spp. (Firmicutes), Eubacterium spp. (Firmicutes) e Stenotrophomonas spp. (Proteobacteria). 
A análise de componentes principais permitiu observar que o tratamento com suplemento 
dietético favoreceu a elevação de microrganismos benéficos, tais como Bifidobacterium spp., 
Bacteroides spp. e Faecalibacterium spp., sendo a primeira um dos microrganismos probióticos 
constituintes do próprio suplemento e os dois últimos considerados next generation probiotics. 
Next generation probiotics (NGP) também conhecidos por produtos terapêuticos vivos (live 
therapeutic products - LBP) são espécies ou gêneros potencialmente probióticas não utilizados 
pela indústria alimentícia (SAARELA, 2019).  
Para que um microrganismo possa ser considerado NGP, este precisa passar por uma série 
de avaliações como sequenciamento genômico completo para confirmação de sua identidade, 
possíveis genes de virulência, resistência a antibióticos, potencial de transferência horizontal; 
identificação completa da cepa por meio de métodos moleculares; testes em escalas in vitro, em 
modelos animais e estudos relevantes em humanos para comprovação de segurança; experimentos 
de crescimento com avaliação de viabilidade tecnológica e estabilidade de armazenamento; e 
considerações regulatórias (SAARELA, 2019). Dentre os microrganismos candidatos atualmente 
pesquisados por seus benefícios à saúde estão algumas cepas dos gêneros Clostridium spp., 
Bacteroides spp., Akkermansia spp. e Faecalibacterium spp., assim como cepas geneticamente 
modificadas, principalmente de lactococci (FOLIGNÉ; DANIEL; POT, 2013; O’TOOLE; 
MARCHESI; HILL, 2017). 
Estudos com microrganismos do gênero Bacteroides spp. apontam seu potencial como 
probiótico por características como produção de ácidos graxos de cadeia curta, fermentação versátil 
de carboidratos, prevenção contra colonização de patógenos, biotransformação de esteroides e sais 
biliares, além de efeitos imunomodulatórios (ULSEMER et al., 2012; SAARELA, 2019). Dentre 
as espécies estudadas estão a Bacteroides xylaniformis DSM 323964, Bacteroides uniformis 
CECT7771, Bacteroides dorei, Bacteroides acidifaciens, Bacteroides ovatus e Bacteroides fragilis 
(ULSEMER et al., 2012; FERNÁNDEZ-MURGA; SANZ, 2016; O’TOOLE; MARCHESI; HILL, 
2017). Em relação ao gênero Faecalibacterium, a Faecalibacterium prausnitzii é a única espécie 
até o momento a ser considerada como potencial probiótico e os benefícios à saúde observados 




curta) (SAARELA, 2019). Essa bactéria representa aproximadamente 5% da microbiota fecal 
adulta saudável, podendo ser considerada um sensor da saúde intestinal, uma vez que seus níveis 
geralmente estão reduzidos em microbiotas de pacientes com distúrbios intestinais e metabólicos 
como obesidade, doença inflamatória intestinal, doença celíaca, entre outros (HOLD et al., 2003; 
DE PALMA et al., 2010; FURET et al., 2010; RAJILIĆ –STOJANOVIĆ et al., 2011; MARTÍN et 
al., 2017). 
 Bianchi et al. (2018) também analisou a correlação de diferentes tratamentos com a 
modificação da microbiota de adultos saudáveis predominante em modelo in vitro. No período de 
controle, observou-se a predominância das famílias Bifidobacteriaceae, Burkholderiaceae, 
Streptococcaceae, Erysipelotrichaceae e Coreobacteriaceae. Com a adição de Bifidobacterium 
longum BB-46, as famílias Lachnospiraceae, Bacteroidaceae e Clostridiaceae foram observadas 
em maiores proporções. Já quando BB-46 e pectina foram adicionadas no mesmo tratamento, a 
predominância da microbiota voltou a mudar com o identificação de maiores quantidades de 
microrganismos das famílias Enterobacteriaceae e Lactobacillaceae. 
4. Conclusão 
 
Ambos os tratamentos, suplemento dietético e sorvete simbióticos foram capazes de 
veicular células viáveis de probióticos, sendo capazes de modular a microbiota. Em linhas gerais o 
primeiro favoreceu a ordem Bifidobacteriales, enquanto que o segundo possibilitou maior 
recuperação das espécies L. acidophilus e B. animalis, probióticos constituintes dos produtos 
avaliados. Observou-se superioridade na liberação dos ácidos graxos acetato, propionato e butirato 
pela suplementação feita com sorvete simbiótico, no entanto, o suplemento dietético foi mais 
eficiente para redução no teor de amônia. Assim sendo, cada uma das formas de suplementação 
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6. DISCUSSÃO GERAL 
 
Os principais produtos escolhidos pela indústria para veiculação de probióticos são o 
iogurte e leites fermentados (CRUZ et al., 2009). O leite fermentado é uma matriz adequada onde 
os probióticos podem, ao mesmo tempo, agir como culturas fermentadoras e conferir aspectos 
tecnológicos e sensoriais específicos dos produtos (CRUZ et al., 2009; WENDLING; 
WESCHENFELDER, 2013). Destaca-se também o reconhecimento popular de que o produto 
apresenta culturas ativas, bem como a percepção de que é um produto saudável e que pode ser 
consumido frequentemente (HELLER, 2001). Assim sendo, o leite fermentado pode ser 
considerado como “padrão ouro” para veiculação de probióticos em alimentos e, desta forma, foi 
escolhido na primeira etapa desta pesquisa como controle.   
Outros alimentos não lácteos e derivados de leite como sorvete têm sido testados para 
diversificar o consumo de produtos probióticos (CRUZ et al., 2009). O sorvete é uma matriz ainda 
pouco explorada comercialmente como veículo de probióticos, embora apresenta algumas 
vantagens quando comparadas aos leites fermentados, tais como pH próximo da neutralidade e 
maior tempo de conservação, além da elevada aceitabilidade sensorial (CRUZ et al., 2009). O 
estudo de Çaglar e colaboradores (2008), também mostrou que o consumo diário de sorvete 
suplementado com B. lactis (BB-12) durante 10 dias foi capaz de reduzir os níveis de 
microrganismos associados à cárie como Streptococcus mutans e lactobacilos na saliva. 
Para a primeira etapa do presente estudo três produtos simbióticos foram utilizados, sendo 
eles um suplemento dietético comercial e leite fermentado e sorvete elaborados em nível de 
bancada adicionados das culturas probióticas Lactobacillus acidophilus LA-5 e Bifidobacterium 
animalis BB-12 e do prebiótico inulina. Para a fabricação do sorvete foram seguidos os 
regulamentos apresentados pela Agência Nacional de Vigiláncia Sanitária (ANVISA, 2000) quanto 
ao teor de proteínas, gorduras e sólidos totais (Tabela 1, Artigo 2). 
Para todos os produtos foram obtidas contagens equivalentes para cada cepa probiótica 
(Tabela 1, Artigo 1). Os três produtos foram submetidos a processo de digestão simulada estática 
e para acompanhar a sobrevivência, estado metabólico e morfologia foram realizadas análises de 
contagem de colônias, citometria de fluxo e microscopia eletrônica de varredura. Os melhores 
veículos para proteção das bactérias sob os desafios apresentados pelo processo de digestão foram 
as matrizes lácteas quando comparadas ao suplemento, tendo o leite fermentado obtido os melhores 




à presença de açúcares, proteínas e gordura que podem melhor preservar a integridade das culturas 
protengendo-as da ação dos sucos digestivos, além da capacidade tamponante das proteínas do leite 
que são capazes de amenizar a acidez gástrica. 
A sobrevivência dos probióticos nos produtos assim como a seleção de cepas capazes de 
modificar positivamente a microbiota são algumas das limitações enfrentadas pelas indústrias 
alimentícias para a inclusão de mais produtos dessa categoria no mercado (GOSÁLBEZ; RAMÓN, 
2015). Com os resultados previamente apresentados, o favorecimento dos produtos lácteos provou 
que o sorvete seria uma matriz adequada à veiculação dos probióticos, sendo necessário uma 
análise mais aprofundada para entender como diferentes matrizes se comportariam frente à 
microbiota do hospedeiro. Para isso, o suplemento dietético e o sorvete foram administrados 
diariamente por 2 semanas (para cada tratamento) em um simulador de digestão intestinal dinâmica 
(SEMH®). Para entender como cada matriz atua no balanço da microbiota uma série de análises 
como contagem de colônias, quantificação de metabólitos e sequenciamento da microbiota 
colônica foram realizadas. 
As contagens de microrganismos do conteúdo colônico mostraram que para ambos os 
produtos simbióticos houve tendência ao aumento de bactérias favoráveis à saúde do hospedeiro 
como os Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp., mas também de Clostridium spp. sendo que 
algumas de suas espécies são reconhecidamente potencialmente patogênicas (Tabela 2, Artigo 2).  
Em relação aos metabólitos produzidos com a fermentação dos carboidratos e proteínas - 
sendo os mais expressivos os ácidos graxos de cadeia curta e a amônia - o sorvete obteve melhores 
resultados com o aumento de todos os ácidos graxos avaliados (Tabela 3, Artigo 2) e o suplemento 
dietético foi mais eficiente na redução dos níveis de amônia (Tabela 4, Artigo 2) sendo esta 
prejudicial à saúde quando em grandes quantidades.  
Com uma análise mais detalhada da microbiota realizadas por qPCR e sequenciamento 
observou-se que ambas as matrizes foram capazes de alterar o perfil microbiológico intestinal, no 
entanto, o sorvete reduziu significativamente a quantidade de bactérias totais, o que não era um 
resultado esperado (Figura 2, Artigo 2).  
Um resultado interessante foi a recuperação de L. acidophilus apenas na suplementação 
feita com sorvete simbiótico, mostrando que essa matriz foi mais eficiente para proteger essa 




observou-se recuperação 6 vezes maior de B. animalis neste tratamento, comparado com emprego 
do suplemento dietético. 
Comparando-se as alterações dos filos com a administração dos simbióticos, houve redução 
das Actinobacterias e aumento dos Firmicutes e Proteobacterias com o tratamento feito com sorvete 
(Figura 3, Artigo 2), sendo que algumas bactérias pertencentes a estes filos podem ser patogênicas 
(Figura 4, Artigo 2).  
 Em conjunto, os resultados desta pesquisa indicam que o sorvete é potencialmente mais 
eficiente para proteger as culturas probióticas durante a digestão, quando comparado ao suplemento 
dietético. No entanto, a adição de pre e probiótico ao sorvete não anularam a obtenção de 
indicadores desfavoráveis como elevação do teor de amônia e aumento da proporção relativa de 
bactérias potencialmente patogênicas. O suplemento dietético simbiótico, por outro lado, mesmo 
que mais sensível à digestão pelo modelo estático, quando consumido diariamente por 14 dias 
demonstrou eficiência em modular beneficamente a microbiota intestinal, inclusive por aumento 
de next generation probiotics. Desta forma, o sorvete deve continuar sendo considerado como um 



















7. CONCLUSÕES GERAIS 
 
 As matrizes lácteas podem ser mais eficientes na proteção dos probióticos durante a 
digestão quando comparadas com o emprego de suplementos dietéticos. 
 Suplementação em modelo colônico por 14 dias com sorvete simbiótico resultaram em 
elevação do teor de acetato, butirato e propionato. Por outro lado, tratamento pelo mesmo período 
e mesmo modelo experimental com suplemento dietético resultou em melhor balanço da 
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